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Résumé 
 
Le VPH-16 de même que certains VPH, dont le VPH-18, causent le cancer du col 
utérin.  Son intégration dans le génome humain pourrait être un marqueur de 
progression de l’infection.  
Les charges virales totale et intégrée sont présentement mesurées en quantifiant par  
PCR en temps réel les gènes E6 (RT-E6) et E2 (RT-E2-1) du VPH-16.  
Nous avons évalué l’impact du polymorphisme du gène E2 sur la quantification de 
l’ADN du VPH-16 dans des spécimens cliniques. Dans un premier temps, le gène 
E2 de 135 isolats de VPH-16 (123 appartenaient au clade Européen et 12 à des 
clades non- Européens) fut  séquencé. Ensuite, un test de PCR en temps réel ciblant 
les séquences conservées dans E2 (RT-E2-2) fut développé et optimisé.  
Cent trente-neuf spécimens (lavages cervicaux et vaginaux) provenant de 74 
participantes (58 séropositives pour le VIH, 16 séronégatives pour le VIH) ont  été 
étudiés avec les trois tests E2 (RT-E2-2),  E6 (RT-E6) et E2 (RT-E2-1).  
Les ratios de la quantité d’ADN de VPH-16 mesuré avec RT-E2-2 et RT-E2-1 dans 
les isolats Européens (médiane, 1.02; intervalle, 0.64-1.80) et Africains 1 (médiane, 
0.80; intervalle, 0.53-1.09) sont similaires (P=0.08). Par contre, les ratios mesurés 
avec les isolats Africains 2 (médiane, 3.23; intervalle, 1.92-3.49) ou Asiatique-
Américains (médiane, 3.78; intervalle, 1.47-37) sont nettement supérieurs à ceux 
obtenus avec les isolats Européens (P<0.02 pour chaque comparaison). Les 
distributions des quantités de E2 contenues dans les 139 échantillons mesurées avec 
RT-E2-2 (médiane, 6150) et RT-E2-1 (médiane, 8960) étaient statistiquement 
différentes (P<0.0001).  
Nous avons observé que les charges virales totale (odds ratio (OR) OR, 2.16 95% 
intervalle de confiance (IC) 1.11-4.19), et épisomale  du VPH-16 (OR, 2.14 95% IC 
1.09-4.19), mais pas la présence de formes intégrées (OR, 3.72 95% IC 1.03-13.4), 
sont associées aux néoplasies intraepitheliales cervicales de haut grade (CIN-2,3), et 
ce, en contrôlant pour des facteurs confondants tels que l’âge, le taux de CD4 
sanguin, l’infection au VIH, et le polymorphisme de VPH-16. La proportion des 
échantillons ayant un ratio E6/E2 > 2 pour les femmes sans lésion intraépithéliale (7 
 v
de 35) est similaire à celle des femmes avec CIN-2,3 (5 de 11, p=0.24) ou avec CIN-
1 (4 de14, P=0.65). 
Le polymorphisme du gène E2 est un facteur qui influence la quantification des 
charges intégrées de VPH-16. 
 
Mots-clés : virus du papillome humain, charge virale, PCR quantitatif en temps réel. 
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Abstract 
 
Episomal and integrated HPV-16 loads are currently estimated by quantitation with 
real-time PCR of HPV-16 E6 (RT-E6) and E2 (RT-E2-1) DNA. We assessed the 
impact of HPV-16 E2 polymorphism on quantitation of integrated HPV-16 DNA in 
clinical specimens. First, HPV-16 E2 was sequenced from 135 isolates (123 from 
European and 12 from non-European lineages). A novel assay targeting conserved 
HPV-16 E2 sequences (RT-E2-2) was optimized and applied with RT-E6 and RT-
E2-1 on 139 HPV-16-positive cervicovaginal lavages collected from 74 women (58 
HIV-seropositive, 16 HIV-seronegative). Ratios of HPV-16 DNA copies measured 
with RT-E2-2 and RT-E2-1 with European (median, 1.02; range, 0.64-1.80) and 
African 1 (median, 0.80; range, 0.53-1.09) isolates were similar (P=0.08).  Ratios 
obtained with African 2 (median, 3.23; range, 1.92-3.49) or Asian-American 
(median, 3.78; range, 1.47-37) isolates were greater than those with European 
isolates (P<0.02 for each comparison). Distributions of HPV-16 E2 copies measured 
in 139 samples with RT-E2-2 (median, 6150) and RT-E2-1 (median, 8960) were 
different (P<0.0001). HPV-16 total (odds ratio (OR) OR, 2.16 95% confidence 
interval (CI) 1.11-4.19), episomal (OR, 2.14 95% CI 1.09-4.19) but not integrated 
(OR, 3.72 95% CI 1.03-13.4) load, were associated with high-grade cervical 
intraepithelial neoplasia (CIN-2,3) after controlling for age, CD4 count and HIV, 
and HPV-16 polymorphism. The proportion of samples with an E6/E2 ratio >2 in 
women without SIL (7 of 35) was similar to that of women with CIN-2,3 (5 of 11, 
P=0.24) or CIN-1 (4 of 14, P=0.65). E2 polymorphism was a factor that influenced 
measures of HPV-16 integrated load. 
 
 
Keywords: Human papillomavirus, viral load, integration, quantitative real time 
PCR. 
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INTRODUCTION 
 
 L’infection par le VIH est un facteur de risque pour les infections anogénitales par 
le virus du papillome humain (VPH) et pour le développement de néoplasies cervicales 
intraépithéliales (CIN) (Ferenczy et al., 2003). Les génotypes de VPH à haut-risque 
causent des lésions CIN de haut-grade (CIN-2,3) et sont responsables du développement 
du cancer du col utérin chez les femmes séropositives et séronégatives pour le VIH. Le 
VPH-16 est le génotype le plus fréquemment détecté en ce qui a trait au cancer du col 
utérin et aux lésions CIN-2,3 (Clifford et al., 2003).  
 Quoique la plupart des femmes soient infectées par le VPH, seule une minorité 
d’entre elles développera une infection persistante par le VPH qui pourra progresser vers 
une néoplasie cervicale de haut grade (CIN-2,3) et possiblement par la suite, un cancer 
invasif (Ferenczy et al., 2002).  
 Des facteurs viraux et des facteurs de l’hôte sont impliqués dans la progression de 
lésions cervicales induites par le VPH (Wang and Hildesheim, 2003). Des charges 
élevées de VPH-16 ont été associées avec les CIN-2,3 lors d’études cas-contrôles ou 
d’études longitudinales (Dalstein et al., 2003; Flores et al., 2006; Josefsson et al., 2000; 
Moberg et al., 2004; Schlecht et al., 2003). Quoiqu’une charge accrue d’ADN du VPH-16 
pourrait aider à identifier les femmes infectées par le VPH-16 et à risque plus élevé de 
développer une lésion CIN-2,3, il reste que le chevauchement important des valeurs de 
charge virale entre les femmes avec et sans CIN-2,3 est une limitation à l’utilisation de ce 
test en clinique (Cheung et al., 2006; Fontaine et al., 2005a; Guo et al., 2007).  
 L’intégration du VPH-16 est considérée comme un événement-clé dans la 
progression de l’infection persistante par VPH-16 vers un cancer envahissant (Hopman et 
al., 2004; Kalantari et al., 1998). En effet, l’intégration du VPH-16 interrompt le gène E2, 
résultant en une expression non-contrôlée des oncogènes E6 et E7. La détermination de la 
quantité des formes intégrées de VPH-16 pourrait s’avérer être un meilleur biomarqueur 
que la charge virale de VPH-16, pour les lésions de CIN-2,3. Bien que des études sur des 
lignées cellulaires dérivées de lésions de CIN de bas-grade (CIN-1) suggèrent que 
l’intégration est un évènement précoce conférant un avantage sélectif de croissance pour 
les cellules transformées (Alazawi et al., 2002), l’intégration à des phases précoces 
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d’infection n’a pas été démontrée in vivo. Récemment, plusieurs publications ont suggéré 
que l’intégration pourrait avoir lieu dans  des lésions de CIN-1 (Fontaine et al., 2005; 
Gallo et al., 2003; Peitsaro et al., 2002).   
 Les tests actuels mesurant l’intégration du VPH-16, sont basés sur la 
quantification par PCR en temps réel (PCR-RT – real time polymerase chain reaction 
amplification) du gène E6 relativement au gène E2 du VPH-16. La détection d’une plus 
grande quantité de E6 comparativement au E2, suggère la présence de formes intégrées 
de VPH-16 (Arias-Pulido et al., 2006; Peitsaro et al., 2002).  
Dans cette étude, nous évaluerons l’impact du polymorphisme du gène E2 sur la 
quantification de l’ADN du VPH-16 dans des spécimens cliniques. En effet, le 
polymorphisme du VPH-16 peut introduire des erreurs significative dans le PCR 
quantitatif, affectant par ce fait l’efficacité de l’amplification ou la réaction d’hybridation 
(Whiley et al., 2005).  Dans un premier temps, nous procéderons au séquençage du gène 
E2 de cent trente-neuf isolats de VPH-16. Ensuite, un test de PCR en temps réel ciblant 
les séquences conservées dans E2 (RT-E2-2) sera développé et optimisé.  
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1. Le virus du papillome humain 
     
1.1 Historique   
 
L’étiologie infectieuse des verrues cutanées a été établie en 1907, lorsque Ciuffo a 
induit cette infection avec un filtrat dépourvu de cellules. Toutefois, ce n’est qu’en 1933 
que Robert Shop parvient à isoler et caractériser le premier virus du papillome, le 
« cotton tail rabbit papillomavirus » (CRPV), un virus impliqué dans le développement 
de la papillomatose cutanée chez le lapin (White livanos et Tlsty, 1994). Deux ans après, 
Beard et Rous ont démontré le potentiel oncogénique du CRPV chez les lapins 
domestiques (Fields, volume II, chapitre 62, p 2300). 
Au milieu des années 70, zur Hansen a soupçonné l’implication du VPH dans le 
développement des néoplasies génitales chez l’humain (zur Hansen, 1996). Avec 
l’évolution de la science et le développement des techniques de biologie moléculaire, le 
virus du papillome humain (VPH) est maintenant reconnu comme étant l’agent 
responsable du cancer du col utérin. Aujourd'hui, on compte plus que 120 différents types 
de VPH. De plus, en 2006, le premier vaccin de prévention contre le cancer du col utérin 
et les dysplasies de haut-grade a été mis sur le marché. Ce vaccin, dont l’efficacité 
s’approche de 100%, protège contre les VPH de type 6, 11, 16 et 18 (Hildesheim et al., 
2007). 
1.2 Taxonomie 
 
Initialement, le VP a été classifié avec le virus du polyome sous la famille des 
papovaviridae. Des études phylogénétiques ont cependant démontré des différences 
majeures entre ces deux virus justifiant ainsi la création de la famille des 
papillomaviridae (Bernard, 2004).  
La classification des VP fut établie grâce à la comparaison des différents génomes 
de VP. Elle est établie sur l’analyse des séquences du gène L1 qui code pour la protéine 
majeure de la capside. L1 est considéré comme étant le cadre de lecture  le plus conservé 
chez des VP (Doorbar et al., 2005).  
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Les VP sont divisés en 16 genres, chacun désigné par une lettre de l’alphabet grec 
conformément aux règles de nomenclature en vigueur (figure 1).  
 
Figure 1 : L’arbre phylogénique des Papillomaviridae basé sur l’étude du gène L1. Les 
16 genres des VP sont indiqués en couleur et les espèces sont indiquées par un numéro 
(Doorbar et al., 2005).  
 
Les VP appartiennent au même genre lorsqu’ils partagent plus de 60% 
d’homologie au niveau du gène L1. Toutefois, lorsque certains types d’un même genre 
sont étroitement apparentés (présentent des homologies de 71% à 89% du gène L1), 
ceux-ci sont regroupés au sein d’une même espèce. En ce qui a trait au statut 
taxonomique des types, sous-types ou variantes des VP, il demeure inchangé et est basé 
sur les critères traditionnels du « Papillomavirus Nomenclature Committee» selon 
lesquels la différence de la séquence de leurs gènes L1, doit être d'au moins 10%, de 2-
10% et d’au plus 5%, respectivement ( De villiers et al., 2004; Fields, volume II, chapitre 
62, p 2301).  
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En ce qui concerne le VPH-16 sur lequel notre étude se concentre, il appartient au 
genre Alpha-papillomavirus qui regroupe la plupart des souches à haut-risque. 
1.3 Organisation génomique 
 
Figure 2 : Organisation génomique des VPH. Le génome  des VPH est composé de trois 
régions. Une région régulatrice (LCR), une région précoce qui comprend les gènes non-
structuraux E ou early et une région tardive qui code pour les protéines de la capside L ou 
late (Doorbar et al., 2005).  
 
L’organisation génomique est conservée entre les papillomavirus. Le génome des VP 
est constitué d’un ADN bicaténaire, circulaire d’environ 8 kb,  et est associé à des 
histones  cellulaires. On distingue trois régions fonctionnelles majeures : 
• Une région régulatrice non-codante appelée LCR (Long Control Region) 
contenant des sites impliqués dans la transcription des gènes viraux et dans la 
réplication de l’ADN viral (site ORI)  (Fields, volume II, chapitre 62, p 2303).  
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• Une région précoce (ou E pour Early) constituée de gènes régulateurs de la 
transcription virale, de la réplication et du contrôle du cycle cellulaire (Fields, 
volume II, chapitre 62, p 2304).  
• Et enfin une région tardive (ou L pour Late) qui code pour les deux protéines de 
structure L1 et L2 (Fields, volume II, chapitre 62, p 2947). 
Examinons de près le rôle de chacune des protéines virales. Parmi les gènes précoces, 
on retrouve le gène E1 qui code pour une phosphoprotéine initiatrice, essentielle pour la 
réplication du génome viral des VPH.  Dans un premier temps, E1 interagit avec E2 et se 
lie à l’origine de réplication. Le complexe E1-E2 sert de plate-forme pour la formation 
d’un hexamère doté d’une activité hélicase qui déroule l’ADN viral en amont de la 
fourche de réplication. Par la suite, plusieurs composantes de la machinerie cellulaire 
(telle que l'ADN polymérase alpha) sont recrutés, formant ainsi un complexe de 
réplication capable de synthétiser un nouvel ADN viral (Loo et Medenly, 2004; Fields, 
volume II, chapitre 62, p 2312).  
En plus de son rôle cité auparavant, E2 joue un rôle-clé dans la régulation de la 
transcription des gènes viraux, en particulier des gènes E6 et E7. En effet, sous sa forme 
complète, E2 se fixe à la région promotrice des gènes E6 et E7 (p97 pour le VPH-16 et 
p108 pour le VPH-18) agissant ainsi en activateur. Toutefois, sous sa forme tronquée, 
exprimée à partir d’un codon d’initiation méthionine, elle agit en tant que répresseur de 
l’expression de ces gènes (Fields, volume II, chapitre 62, p 2308- p 2310).  
E4, pour sa part, code pour une protéine qui joue un rôle important dans 
l’infection productive en interagissant avec le processus de différenciation cellulaire 
permettant ainsi la maturation des virions (encapsidation du génome viral et diffusion de 
virions) (Fields, volume II, chapitre 62, p 2310; Doorbar, 1991).  
Pour ce qui est du gène E5, il code pour une protéine mitogène qui se lie à 
certains récepteurs des facteurs de croissance stimulant par ce fait une croissance 
cellulaire non-contrôlée. De plus, elle se lie à la sous-unité 16 kd de l’ATPase vacuolaire 
en inhibant ainsi l’acidification des endosomes (Fields, volume II, chapitre 62, p 2314). 
Les gènes  E6 et E7 codent pour deux oncoprotéines impliquées dans la 
transformation cellulaire. Elles interfèrent avec l’action de p53 et pRb, deux suppresseurs 
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cellulaires de tumeur, respectivement. Ceci sera décrit plus en détails dans la section 
«2.4» (Fields, volume II, chapitre 62, p 2317). 
En ce qui a trait à la région tardive L, elle code pour deux protéines. La protéine 
majeure de la capside (L1) est très immunogène. La protéine mineure de la capside (L2) 
lie l’ADN viral durant l’assemblage de la capside et stabilise la capside par la suite 
(Christensen et al., 1994; le Cann et al., 1994; Fields, volume II, chapitre 62, p 2310). 
1.4 Cycle de réplication 
 
Le cycle de vie des VPH est lié au processus de différenciation cellulaire des 
kératinocytes.  
 
 
Figure 3 : Progression de l’infection du VPH durant le processus de différentiation des 
cellules épithéliales (Doorbar et al., 2004).  
 
L'infection par le papillomavirus, suite à une blessure de l’épithélium, se produit au 
niveau des cellules de la couche basale.  L'entrée virale s’effectue via un récepteur 
cellulaire qui demeure inconnu. Cependant, il a été démontré que le sulfate d'héparine sert 
de point d’attachement initial des virions, ce qui facilite leur entrée dans les cellules de la 
couche basale (Fig. 3) (Giroglou et al., 2001; Joyce et al., 1999). Cette dernière est 
composée de cellules germinatives qui sont continuellement en division formant ainsi un 
réservoir de cellules pour les régions supra-basales (Hummel et al., 1992; Egawa et al., 
2003).  
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L’infection de ces cellules par le VPH est suivie de réplication épisomale virale, 
qui entraîne la production d'environ 20 à 100 copies d'ADN viral par cellule. Cette 
moyenne du nombre de copies est maintenue stable dans les cellules basales 
indifférenciées au cours de l'infection. Parmi les premières protéines virales qui sont 
exprimées, on retrouve les facteurs viraux de réplication E1 et E2. Ces protéines forment 
un complexe qui se lie à l'origine du site de réplication virale, recrute des polymérases 
cellulaires et des protéines accessoires, et déclenche  par ce fait la réplication (Conger et 
al.,1999; Frattini et al., 1994; Fields, volume II, p 2310). La protéine E1 est dotée d’une 
activité hélicase permettant la séparation des brins d'ADN viral en aval du complexe de 
réplication (65). E2 aide à recruter E1 au site d'origine de réplication mais joue également 
le rôle de régulateur de la transcription virale (Stanley et al., 2007). Les sites de liaison de 
E2 sont situés à proximité des sites des facteurs de transcription cellulaire qui activent le 
promoteur précoce (Stubenrauch et al., 1998; Stanley et al., 2007). À faible 
concentration, E2 se lie à l’ origine de réplication et active le promoteur précoce, alors 
que, à de fortes concentrations, elle le réprime en bloquant la liaison de facteurs de 
transcription cellulaire (Steger et al., 1997). E1 et E2 étant exprimés à partir des 
promoteurs précoces, la capacité de E2 à activer et à réprimer l'expression contribue au 
contrôle du nombre de copies virales dans les cellules indifférenciées (Titolo et al., 2003). 
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Figure 4 : Un modèle de recrutement du double-hexamère de E1 par E2 à l’origine de 
réplication de l’ADN viral (Titolo et al., 2003). 
 
Pour les VPH à haut-risque, les protéines E6 et E7 sont des oncoprotéines virales. 
La protéine E6 lie la protéine suppresseur de tumeur p53 dans le cadre d'un complexe 
trimérique cellulaire ubiquitine-ligase-E6AP, conduisant à sa dégradation (Scheffner et 
al., 1994, Fields, volume II, chapitre 62, p 2316). Quant à elle, E7 se lie à la protéine du 
rétinoblastome (Rb) de la famille des suppresseurs de tumeur, ainsi qu’à d'autres 
protéines impliquées dans la régulation du cycle cellulaire (Fields, volume II, chapitre 62, 
p 2319).  
Durant le processus de division des cellules basales infectées, les génomes viraux 
sont compartimentés dans les cellules-filles naissantes, qui sont générées par la couche 
basale, et migrent vers la couche granulum, où  elles subissent la différenciation.  
Dans un épithélium non-infecté, les cellules sortent du cycle cellulaire quittant la 
couche basale, se différencient et cela se traduit par la perte des noyaux dans les cellules 
supra-basales superficielles éventuellement. Dans le cas des cellules infectées, celles-ci 
continuent à se répliquer grâce à l’oncoprotéine E7 (15). Les cellules les plus 
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différenciées entrent alors en phase S, et activent  l'expression des facteurs cellulaires 
nécessaires à la réplication virale. La présence de E7 conduit à la rétention des noyaux à 
travers toutes les couches de l'épithélium infecté. La cellule continue donc à se répliquer 
au lieu de se différencier (Longworth et al., 2004). 
En plus de leur rôle d’immortalisation cellulaire, les oncoprotéines virales E6 et 
E7 jouent un rôle-clef dans le maintien de la forme extrachromosomique du VPH dans les 
cellules basales non-différenciées (Thomas et al., 1999). Notre connaissance du 
mécanisme par lequel cela se produit est limitée, mais il implique vraisemblablement 
d’autres facteurs qui restent indéterminés. Les fonctions des protéines E4 et E5 n’ont pas 
été entièrement élucidées. Cependant des études ont démontré l’implication de la protéine 
E5 dans les propriétés oncogènes des VPH à haut risque (Fields, volume II, chapitre 62, p 
2314). En ce qui à trait aux protéines L1 et L2, elles sont assemblées spontanément sous 
forme d’une capside icosaédrique qui contiendra le génome viral et formera le virion. 
Suite à cet assemblage, les virus matures sont libérés à partir des cellules de la couche 
supérieure de l'épithélium (Fig.2) (Doorbar, 2005).  
Initialement, les génomes des VPH à haut-risque sont présents sous forme 
épisomale, alors que lors de la progression vers les lésions de haut-grade ou cancéreuses, 
ils sont souvent intégrés dans le génome cellulaire. Cette intégration se produit 
habituellement dans le cadre de lecture E2 ce qui conduit à la sur-expression de E6 et E7 
(Longworth et al., 2004).  
On ne sait toujours pas comment le programme de différenciation cellulaire est 
capable d'activer un cycle de réplication productive du VPH. 
1.5 Tropisme cellulaire 
 
 Les papillomavirus sont des virus épithéliotropes qui démontrent un tropisme 
cellulaire restreint aux cellules épithéliales de la peau (tropisme cutané) ou des 
muqueuses (tropisme muqueux). De plus, la progression de leur cycle de réplication 
nécessite la différenciation des cellules infectées. En effet, les VPH infectent les 
kératinocytes de la couche basale, utilisant ainsi leur capacité d’auto-renouvellement pour 
établir une infection persistante et par la suite productive (Egawa et al., 2003).   
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 Cette spécificité cellulaire est due à une interaction entre la protéine majeure de la 
capside L1 et une intégrine cellulaire α6, soupçonnée d’être le récepteur. Toutefois, 
d’autres facteurs doivent nécessairement intervenir dans cette spécificité, mais qui 
demeurent à nos jours inconnus, l’intégrine α6 n’étant pas spécifique aux kératinocytes 
(Evander et al., 1997). 
En plus de leur grande spécificité pour l’hôte, les VPH ont une spécificité pour les sites 
anatomiques infectés. À titre d’exemple, le VPH-1 n’infecte que des épithéliums très 
kératinisés de la paume ou de la plante des pieds, tandis que le VPH-16 infecte 
l'épithélium squameux des organes ano-génitaux et n’infecte jamais les cellules de la 
plante des pieds (Fields, volume II, chapitre 62, p 2334). 
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2. Oncogenèse médiée  par le VPH  
 
2.1 Épidémiologie du cancer du col utérin 
 
Le cancer du col utérin est le deuxième cancer le plus fréquent chez les femmes, 
plus particulièrement dans les pays en voie de développement. Chaque année, on estime à 
environ 500 000 nouveaux cas de cancer du col, ce qui conduit à environ 239 000 décès 
chaque année (Rapport sur la santé mondiale, 2004).  
Plus de 99% des cancers du col utérin sont causés par une infection par le virus du 
papillome, l’infection transmissible sexuellement la plus fréquente au monde. Près de 660 
millions de personnes sont infectées par le VPH (Rapport sur la santé mondiale, 2004). 
Bien que l'infection par ce virus régresse spontanément dans la majorité des cas, elle peut 
évoluer en infection chronique chez certaines femmes, et mener ainsi au cancer du col 
utérin.  
Le pic d'incidence de l'infection par le VPH est observé chez les adolescentes et 
les jeunes femmes, tandis que le cancer du col de l'utérus apparait généralement 20-30 
ans plus tard (Stone et al., 2000; Ross et al.,1996; Clavell et al., 2001, Sellors et al., 
2000).  
Les plus haut taux d'incidence sont observés en Afrique sub-saharienne et en Amérique 
latine. Ces taux d'incidence ont diminué dans les pays développés (83 400 cas) grâce à 
l'introduction des programmes de dépistage dans les années 1960 et 1970. Ces derniers  
sont coûteux et difficiles à établir dans les pays plus pauvres ce qui explique pourquoi 
80% des victimes du cancer du col utérin vivent dans les pays en voie de développement. 
Avec plus de 130 000 nouveaux cas estimés en 2002, l’Inde représente environ 25% du 
fardeau mondial  du cancer du col utérin (Institut national de la santé publique du 
Québec, 2003).  
En Amérique du nord, le taux de mortalité est relativement faible et celui du  
Canada est le plus bas entre toutes les régions. Près de 1500 nouveaux cas de cancer du 
col de l'utérus ont été diagnostiqués chez les Canadiennes en 2000, et environ 430 
femmes sont mortes de ce cancer. Les provinces ayant les taux d'incidence les plus élevés 
sont la Nouvelle-Écosse, Terre-Neuve et l’île du Prince-Édouard. Le cancer du col utérin 
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est particulièrement plus fréquent dans les populations autochtones, noires et hispaniques. 
A titre d’exemple, ce cancer représente chez les Inuits du Canada près de 15% de tous les 
cancers chez les femmes. Cette proportion est encore plus grande chez les autochtones 
canadiens de Saskatchewan (29%), avec un taux (standardisé pour l'âge)  6 fois plus élevé 
que la moyenne nationale (tableau 1) (Healey, 2001). 
 
Tableau 1: Moyenne annuelle des taux d’incidence et de mortalité du cancer cervical en 
2000 au Canada (Franco et al., 2001). 
Provinces Taux d’incidence annuel par 
100000 † 
Taux de mortalité annuel par 
100000 ‡ 
Terre-Neuve 12.6 3.6 
L’Île  du Prince Édouard 12.0 4.0 
Nouvelle-Écosse 13.0 3.7 
Nouveau  Brunswick 8.3 2.2 
Québec 8.4 2.0 
Ontario 10.2 2.7 
Manitoba 10.7 3.2 
Saskatchewan 9.5 2.3 
Alberta 10.7 2.9 
Colombie-Britannique 8.5 2.3 
Canada 9.7 2.5 
 
Les taux sont normalisés selon l'âge de la population canadienne en 1991.  
† Taux annuel moyen pour la période 1990-1994.  
‡ Taux annuel moyen pour la période 1992-1996.  
 
En ce qui a trait à la province de Québec, selon une étude publiée par Richardson 
et al. en 2002 sur un groupe de 621 étudiantes universitaires de Montréal, la prévalence 
de l’infection au VPH a été évaluée à 29 % en 1996. Les types à haut-risque étaient 
présents dans 21,8 % des participants, tandis que les types à faible-risque causaient 14,8 
% des infections.  
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Dans toutes les régions du globe, les VPH-16 et 18 sont les types les plus 
fréquemment retrouvés dans les cas du cancer du col utérin, représentant ensemble 73,5% 
des cancers en Asie, environ 65% en Afrique et en Amérique Centrale et du Sud, et 
71,5% en Europe et aux États-Unis. Les autres génotypes les plus communs dans les 
cancers du col sont VPH-45 en Afrique et en Asie, VPH-31 en Amérique latine, VPH-33 
en Europe et en Amérique du Nord, alors que VPH-58 et 52  sont dominants en Asie. 
Dans l’étude signalée plus haut de Richardson et al., les types de VPH les plus 
fréquents au Québec étaient les VPH-16 (7 %), VPH-53 (4,3 %) et VPH-84 (3,8 %), et ce 
chez des jeunes femmes sans cancer. 
 
2.2 Pathogenèse des infections au Papillomavirus 
 
À ce jour, plus de 100 types différents de VPH ont été identifiés. Quarante 
génotypes infectant des cellules épithéliales du tractus génital. Les génotypes peuvent 
être dits à risque élevé ou faible. Ce qui les distingue les uns des autres est la capacité des 
VPH à risque élevé à s’intégrer dans le chromosome de la cellule-hôte, tandis que les 
autres restent sous forme épisomale. Également, la capacité de lier et dégrader le p53 par 
E6 est une propriété des types oncogènes (Zur hausen, 1996).   
Les types à haut-risque sont associés au développement de lésions au niveau du 
col utérin qui peuvent évoluer en cancer du col. Dans ce groupe de VPH, on retrouve les 
types les plus répandus, VPH-16 et 18 étant responsables à eux seuls de 70% des cas de 
cancer du col.  
L’infection des voies génitales par un VPH à risque élevé peut d'abord se traduire 
par des dysplasies du col de l'utérus. Un bon nombre de ces lésions sont éliminées par le 
système immunitaire en moins d'un an. Cependant, certaines d’entre elles ne sont pas 
éradiquées et pouvant persister pendant de longues périodes. Cette persistance de 
l'infection représente le facteur de risque prédominant de tumeurs malignes des organes 
génitaux (Longworth et al., 2004).  
Les facteurs de risque pour le développement tumoral incluent la persistance du 
VPH, un nombre de partenaires sexuels élevé qui est un facteur d’exposition au VPH, la 
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co-infection avec le VIH, l'immunosuppression, le nombre de grossesses, la coïnfection 
avec la Chlamydia trachomatis et la cigarette (Fields, volume II, chapitre 62, p 2331).  
En Amérique du Nord, le nombre de cas de cancer du col de l'utérus a diminué de 
plus de 80% au cours des 50 dernières années en raison de l’utilisation du test PAP. Alors 
que ce nombre a nettement diminué, il reste qu’environ 10.000 femmes sont 
diagnostiquées avec un carcinome, qui sera fatal pour la moitié d’entre elles (Fields, 
volume II, chapitre 62, p 2323). 
 
 
 
Figure 5 : Histoire naturelle du VPH à haut risque (Schiffman et al., 2003). 
 
2.3 Persistance  
 
La persistance de l’infection au VPH est considérée comme étant l’élément-clef 
de la progression des néoplasies du col utérin vers un cancer invasif. Les femmes 
infectées par un VPH de façon persistante sont plus susceptibles de développer une lésion 
pré-néoplasique de haut-grade ou un cancer du col de l'utérus que les femmes qui 
éliminent rapidement l’infection. Aussi, des études démontrent que l’expression 
continuelle du VPH oncogène est essentielle pour le maintien des lésions et leur évolution 
vers un cancer (Schiffman et al., 2005; Wallin et al., 1999).  
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Plusieurs facteurs de risque associés à la persistance du VPH on été identifiés. 
Selon une étude menée par Long Fu Xi et collaborateurs de l'Université de Washington à 
Seattle, certaines variantes des types 16 et 18 persistent plus longtemps chez certaines 
personnes. Ils ont étudié environ 1100 femmes infectées par le VPH-16 et / ou 18 avec 
des lésions de bas-grade, et suivies tous les 6 mois pendant 2 ans. Ils ont remarqué que les 
variantes africaines des types 16 et 18 persistent plus longtemps chez les femmes 
africaines-américaines tandis que les variantes européennes persistent plus longtemps 
chez les femmes de race blanche (Long Fu Xi et al., 2006). 
Une autre étude a révélé que l’immunosuppression, y compris l'infection par le 
VIH, augmente le risque de persistance. La persistance du VPH est plus fréquente chez 
les femmes séropositives que celles séronégatives pour le VIH. Aussi, le taux de 
lymphocytes CD4+ est associé avec la durée de l’infection par le VPH. Toutefois, on sait 
peu de chose sur les déterminants immunologiques de la persistance du VPH  (Jill 
Koshiol et al., 2008; Strickler et al., 2003). 
  Aussi, plusieurs études cas-témoins démontrent une légère association 
statistiquement significative entre le tabagisme et la persistance. En outre, d'autres 
facteurs épidémiologiques sont associés à la persistance dont l’utilisation des 
contraceptifs oraux, ainsi que la nutrition (Jill Koshiol et al., 2008). 
 
2.4 Mécanisme moléculaire de l’oncogenèse 
 
L’immortalisation des kératinocytes humains exige l'expression de deux 
oncoprotéines, E6 et E7 (Longworth et al., 2004 ). Dans le cas du VPH-16, la 
transcription des gènes E6 et E7 est sous le contrôle d'un promoteur unique, appelé p97. 
La protéine E2 régule la transcription des gènes E6 et E7 en se liant à ce promoteur.  Lors 
de l’intégration du VPH-16,  le cadre de lecture de E2 est interrompu,  menant à la 
surexpression d’ARNm codant pour les oncogènes E6 et E7, ce qui  contribue à 
l’immortalisation cellulaire (Jeon et al., 1995).  
Le rôle principal de E6 repose sur sa fonction transformante en induisant la 
dégradation de l’anti-oncogène p53. Ce dernier est un suppresseur de tumeur qui régule 
l'expression des protéines impliquées dans le contrôle du cycle cellulaire, y compris 
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l’inhibiteur de la cycline  kinase (cdks) p21 (Ko et al., 1996; Longworth et al., 2004 ). 
Face à un stress physiologique ou des dommages affligés à l’ADN, la p53 devient active 
et induit la surexpression de p21, résultant en un arrêt du cycle cellulaire, voire à 
l’apoptose des cellules altérées (Ko et al., 1996; Longworth et al., 2004 ). L’activation de 
la voie apoptotique est utilisée comme un moyen de protection en vue d’empêcher la 
propagation de cellules anormales ou infectées. 
De nombreux virus ont développé des mécanismes visant à bloquer l'induction de 
l'apoptose, mais cela peut, dans certains cas, permettre le développement de tumeurs 
malignes. Dans les cas des VPH à haut-risque, afin de surmonter les activités pro-
apoptotiques de p53 et permettre la progression du cycle cellulaire (nécessaire pour 
l’activation du cycle viral du VPH), E6 interagit avec p53 pour former un complexe 
ternaire avec une ubiquitine ligase appelée E6AP (Huibregtse et al., 1991; Longworth et 
al., 2004). La formation de ce complexe mène à l'ubiquitination de p53 et sa dégradation 
par le protéasome 26S, conduisant à une réduction de la demi-vie de p53 de plusieurs 
heures à moins de 20 minutes dans les kératinocytes (Hubbert et al., 1999; Huibregtse et 
al., 1993; Longworth et al., 2004). p53 régule à la fois le point de transition G1/S et 
G2/M  du cycle cellulaire. L’abrogation de ces deux points de contrôle conduisant à des 
duplications chromosomiques et des anomalies centrosomales  (Foster et al., 1994; Kessis 
et al., 1993;  Thompson et al., 1997).   
De plus, E6 régule négativement et indirectement l'activité de p53 en interagissant 
avec p300/CBP, un coactivateur de p53 (Lechner et al., 1994; Zimmermann et al., 1999).  
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Figure 6 : Interaction entre la protéine E6 et p53 (Talis et al., 1998). 
 
Il est important de signaler qu’il existe une autre forme de E6, appelé E6*, 
générée à la suite de l'épissage du gène E6 (Pim et al., 1994, Scheffner et al., 1994). Sa 
fonction n’est pas encore déterminée mais elle pourrait jouer un rôle dans l’inhibition de 
la dégradation de p53. 
Des études récentes ont identifié des activités  importantes de la protéine E6 pour 
l’immortalisation des cellules humaines indépendantes de p53. Des mutants E6 de VPH-
16 incapables de dégrader p53 ont été identifiés, mais conservent toujours la possibilité 
d'immortaliser les cellules épithéliales mammaires. D'autres mutants E6 capables de 
dégrader p53, mais ayant perdu la capacité d'immortaliser ont été identifiés (Longworth et 
al., 2004). Ces données suggèrent que les interactions avec des protéines autres que  
p53 pourraient être essentielles pour l’immortalisation des cellules. L'une de ces  
interactions importantes semble être celle de E6 avec la famille de protéines PDZ. Celles-
ci contiennent un domaine conservé qui associe les protéines PSD-95, Dlg et ZO-1 (d'où 
le nom PDZ). Le domaine PDZ est souvent présent dans les  protéines localisées dans les 
zones de contact entre les cellules, telles que les jonctions des cellules épithéliales. Cette 
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interaction a été confirmée par  des expériences effectuées sur des souris transgéniques 
exprimant la protéine E6 dont le domaine de liaison aux PDZ est manquant. Ces souris 
conservent la capacité d'inactiver p53, mais ne développent pas d’hyperplasie qui est 
souvent observée avec le type sauvage. L'élucidation de ces voies reste d'une importance 
capitale pour la compréhension de la pathogenèse de VPH.  
Une autre fonction importante de E6 nécessaire pour l’immortalisation est sa 
capacité à activer l’expression de la sous-unité catalytique de la télomérase hTERT 
(Klingelhutz et al., 1996;  Meyerson et al., 1997; Nakamura et al., 1997). La télomérase 
est une enzyme de quatre sous-unités qui ajoute des répétitions d’hexamères aux 
extrémités télomériques des chromosomes. Cette activité est généralement limitée aux 
cellules embryonnaires et absente dans les cellules somatiques. Le manque d'activité de la 
télomérase mène à un raccourcissement des télomères au fil des divisions cellulaires, 
conduisant éventuellement à la sénescence (Liu et al. 1999). En revanche, la 
reconstitution de l'activité de la télomérase est observée dans la plupart des cancers. E6 
active la transcription de hTERT par l'action combinée de Myc et Sp-1 (Greenberg et al., 
1999; Longworth et al., 2004). Des études récentes ont montré que E6 peut interagir avec  
myc et de son cofacteur max, conduisant ainsi à l'activation de la transcription du 
promoteur hTERT (Veldman et al., 2003). 
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Figure 7 : Interaction de l’oncoprotéine E6 et la sous-unité hTERT de la télomérase 
(Veldman et al., 2003). 
 
Enfin, il semble que la dégradation de p53 est importante pour la pleine  
transformation néoplasique et que la liaison aux protéines PDZ et l'activation de 
l’expression de hTERT sont nécessaires pour l’immortalisation (Longworth et al., 2004). 
L’activité principale de la protéine E7 se résume par sa capacité à s’associer aux 
membres de la famille des protéines Rb (Dyson et al., 1989; Longworth et al., 2004). 
Cette liaison s’établit sur une des trois régions conservées présentes sur E7: CR1 au N 
terminus; CR2, qui contient un motif LXCXE qui lie la protéine Rb et CR3, qui contient 
deux doigts de zinc. Les domaines CR1 et CR2 sont homologues à ceux retrouvés sur 
E1A des adénovirus qui lie aussi la protéine Rb (Phelps  et al., 1988; Longworth et al., 
2004). 
La forme non-phosphorylée de Rb est liée à un complexe de facteurs de 
transcription (E2F/DP1) liés aux promoteurs des gènes impliqués dans le contrôle du 
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cycle cellulaire à la  phase S et dans le contrôle de l'apoptose. En se liant à Rb, E7 
perturbe ce complexe, entraînant ainsi la libération du facteur de transcription E2F 
impliqué dans la transcription des gènes codant pour les protéines impliquées dans la 
synthèse de l'ADN. En plus de la séquestration de Rb, E7 déclenche sa dégradation via le 
protéasome (Longworth et al., 2004). 
 Les membres de la famille des protéines Rb sont des régulateurs majeurs du cycle 
cellulaire au cours de la différenciation épithéliale. En effet, toute abrogation à cette 
fonction permet une réplication productive dans les cellules supra-basales en voie de 
différenciation (Chellappan et al., 1992).  
En plus de se lier à des membres de la famille Rb, la protéine E7 s'associe avec les 
cyclines A et E, ainsi qu’avec p21 et p27, deux inhibiteurs du complexe cycline-kinase 
(Zerfass-Thomeet al., 1996; Longworth et al., 2004). En se liant à E7, le complexe 
cycline-kinase (cyclinA-CDK2) phosphoryle Rb, entraînant la cellule dans un cycle 
cellulaire (Ruesch et al., 1998; McIntyre et al., 1996). De surcroît, E7 augmente les 
niveaux d’expression des cyclines et renforce leur activité en inhibant l’action de p27 et 
p21. (Zerfass-Thomeet al., 1996; Longworth et al., 2004). 
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Figure 8 : Interaction de l’oncoprotéine E7 avec la Rb (Dynlacht et al., 2003). 
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Figure 9 : Vue générale du  dérèglement du cycle cellulaire par les oncoprotéines E6 et 
E7 (Southern et al., 2000).  
 
 
 25
2.5 Facteurs de risques de l’infection au VPH 
2.5.1 Facteurs du virus 
 
Le plus important facteur de risque du cancer du col de l'utérus est l'infection par 
le virus du papillome humain (VPH).  Le développement d’un tel cancer est associé avec 
les VPH à risque élevé. Treize génotypes de VPH sont officiellement reconnus comme 
oncogènes (Fields, volume II, chapitre 62, p 2323). Environ les deux tiers de tous les 
cancers du col de l'utérus sont causés par VPH 16 et 18 (Fields, volume II, chapitre 62, p 
2327). La majorité des femmes sexuellement actives sont infectées par le VPH, mais très 
peu vont développer le cancer du col de l'utérus. Pour des raisons encore imprécises, 
l'infection persiste chez certaines femmes et peut provoquer le cancer du col de l'utérus 
(Institut national de la santé publique du Québec, 2003). Bien que le VPH soit un facteur 
nécessaire pour le développement du cancer du col utérin, il existe d'autres facteurs qui 
jouent un rôle important dans le développement du cancer. Certains de ces facteurs 
connus sont énumérés ci-dessous.  
 
2.5.2 Facteurs de l’hôte 
 
Système immunitaire 
 
Le système immunitaire constitue un appareil de défense important pour 
contrecarrer l’infection au VPH et limiter sa propagation. En raison de la variabilité 
génétique de chacun, certaines personnes vont éliminer cette infection alors que d'autres 
vont développer des lésions persistantes qui peuvent évoluer en cancer cervical. Ceci 
dépend en partie du système immunitaire de l’individu ou encore du type de VPH 
(Stanley et al., 2007). 
Si on analyse le cycle de vie des VPH, il semble avoir été conçu pour réduire au 
minimum l'exposition des antigènes viraux au système immunitaire. Toutefois, de 
nombreux aspects de la biologie du VPH soulignent l'importance de la réponse 
immunitaire dans la détermination du cours de l'infection. La réponse des lymphocytes T 
semble être la réponse immune prévalente pour éliminer l’infection. L'immunité 
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humorale contribue à prévenir l’infection initiale et la  réinfection (Fields, volume II, 
chapitre 62, p 2335). 
Des études ont démontré que la réponse cellulaire (cellules T auxiliaire et T 
cytotoxique) dirigée contre les protéines E2, E6 et E7 du VPH-16 est plus fréquente chez 
les patientes qui ont eu un historique de régression de lésions comparativement à celles 
avec des lésions persistantes. La réponse cellulaire est modulée par plusieurs cytokines 
telles que le TNFα (tumor necrosis factor alpha), l’interféron (INFα) et certaines 
interleukines (IL-1 et IL6). Ces cytokines  inhibent la transcription des gènes des VPH 
ainsi que la prolifération  des cellules épithéliales (Stanley et al., 2007).   
D’autres évidences indiquent que  le polymorphisme des antigènes du HLA de 
classe I et II, Tap1, Tap2 et KIR pourraient prédisposer certains individus au 
développement des dysplasies ou du cancer du col de l'utérus (Anna H et al., 2005). A 
titre d’exemple, une variante E6 du VPH-16 avec une mutation au niveau d’un épitope 
spécifique pour HLA-B7, a été découverte chez des femmes porteuses de cancers du col 
utérin.  Ceci soulève la possibilité que la mutation au niveau du gène E6, ait rendu 
l’oncoprotéine moins immunogène. L’idée que les allèles de classe II jouent un rôle 
important dans la réponse immunitaire contre l'infection par le VPH a été soutenue par 
des études menées sur la papillomatose cutanée chez le lapin (CPRV). Dans ce modèle, il 
a été démontré que la sensibilité et la résistance à l'infection persistante ainsi que la 
progression vers un cancer sont toutes reliées aux allèles de classe II (Fields, volume II, 
chapitre 62, p 2336; Anna H et al., 2005). 
 
Co-infection par VIH et VPH 
 
L’infection par le virus d’immunodéficience humain (VIH) est un facteur de 
risque important pour le développement de lésions associées à une infection au VPH chez 
les femmes séropositives pour le VIH. Celles-ci sont cinq fois plus susceptibles d'avoir 
une néoplasie intra-épithéliale que les femmes séronégatives. Ceci suggère que l'infection 
par le VIH et l'immunosuppression qu’elle induit, augmentent la susceptibilité d'une 
femme à l'infection au VPH ou encore modifient l'histoire naturelle des infections au 
VPH établies. 
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De plus, la coinfection VIH-VPH prédispose à la persistance de l’infection au 
VPH, d’où la prévalence accrue des néoplasies intra-épithéliales des femmes 
séropositives au VIH. Aussi, il a été documenté que l’ADN des VPH est détecté plus 
fréquemment dans les spécimens provenant de femmes séropositives au VIH que dans 
ceux des femmes séronégatives (Sun et al., 1995; Cu-Vin et al., 1999; Ahdieh et al., 
2000, 2001; Duerr et al., 2001).  
Plusieurs mécanismes pourraient  expliquer l'augmentation de la prévalence et de 
l’agressivité de l’infection au VPH chez  les individus séropositifs. Il s'agit notamment 
des interactions directes entre les deux virus,  d’une réponse immunitaire esquintée et une 
instabilité chromosomique (Palefsky et al., 2006).  
Il a été suggéré que le VIH interagit avec le VPH au niveau moléculaire par 
l’intermédiaire de la protéine tat. Celle-ci transactive le LCR, induisant par ce fait une 
augmentation de l'expression des oncoprotéines E6 et E7 (Vernon et al., 1993). Alors 
qu’in vitro ce mécanisme est reproductible, il  n'a jamais été démontré in vivo. Aussi, le 
VIH désorganise le système immunitaire en causant la déplétion des lymphocytes T 
CD4+, ce qui entraine une diminution de la défense immunitaire et accroît le risque du 
développement de lésions précurseurs du cancer du col utérin. On pourrait présumer 
qu’un stade avancé de l’immunosuppression serait une des causes des maladies du col 
utérin (Palefsky et al., 2006). Toutefois, de faibles associations entre l’incidence des 
infections causées par VPH-16 et le taux de lymphocytes T CD4+ ont été démontrées.  
 
L’âge  
 
Très peu de femmes de moins de 20 ans ont un cancer du col utérin. Toutefois, 
plus que la moitié des femmes diagnostiquées avec un cancer du col sont âgeés entre 35 
et 55 ans. Le risque diminue après l'âge de 55 ans. Cependant 20% des cancers 
surviennent chez des femmes de plus de 60 ans. Ceci pourrait être expliqué par  
l’accumulation des mutations génétiques au fil du temps et l’exposition nécessaire à des 
co-facteurs du VPH (Kataya 1993). 
 
 28
Facteurs héréditaires  
 
Les femmes ayant des antécédents familiaux de cancer du col de l'utérus, en 
particulier la mère ou la sœur, ont un risque plus élevé de développer un cancer du col de 
l'utérus, ce qui suggère une prédisposition héréditaire. À titre d’exemple, il a été 
démontré que certains allèles des gènes HLA de classe II sont associés avec le 
développement du cancer du col (Cox 2001). 
 
Statut socio-économique 
 
 Un niveau socio-économique faible s'est révélé être un facteur important dans le 
développement du cancer invasif du col de l'utérus en raison de son impact important sur 
l'éducation et l’accès aux ressources médicales. Les résultats de plusieurs études 
épidémiologiques indiquent que les Hispaniques et les femmes Africaines-Américaines 
ont un risque plus élevé de cancer invasif du col de l'utérus que les femmes de race 
blanche. Ce risque accru est attribué à un manque de dépistage, une incapacité à traiter les 
conditions précancéreuses, et à un  manque de connaissances sur la prévention de 
l'infection par le VPH (Peyton 2001, Wen 1999). 
 
Activité sexuelles  
 
Des études épidémiologiques ont démontré un risque accru de cancer invasif du 
col de l'utérus attribuable à l'hygiène et au comportement sexuel. En effet, un nombre 
élevé de partenaires sexuels et une activité sexuelle précoce, multiplient le risque 
d’infection par les VPH à risque élevé et donc le risque du cancer cervical (Peto 2001; 
Suris1999;  Kataya 1993). 
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2.5.3 Facteurs environnementaux 
 
Tabagisme 
 
Des études ont démontré que les femmes qui fument sont deux fois plus 
susceptibles de développer le cancer du col que les non-fumeuses. Le tabagisme expose 
le col à des substances cancérigènes. Des chercheurs pensent que ces substances infligent 
à l'ADN des cellules du col de l'utérus des dommages considérables qui pourraient 
contribuer au développement du cancer du col (Hildesheim 2001, Moscicki 2001, Suris 
1999, Kataya 1993). 
 
Diète  
 
La diète semble jouer un rôle important dans le développement du cancer du col 
utérin. Une étude a révélé que les femmes avec des régimes alimentaires faibles en fruits 
et légumes pourraient avoir un risque accru de cancer du col de l'utérus. En effet la 
carence en vitamine E et coenzyme Q10 semble augmenter ce risque (Van eenwyk 1993). 
 
Contraceptifs oraux 
 
L’implication de l’utilisation des contraceptifs oraux à long terme dans le 
développement du cancer cervical reste controversée. Tandis qu’il y a des études qui 
soutiennent cette hypothèse, d’autres la dénient totalement. Toutefois, une étude récente 
suggère que l'utilisation continue des contraceptifs oraux augmente le risque de cancer du 
col de l'utérus (Hildesheim, 2001). Cependant il a été noté que ce risque diminue une fois 
que l'utilisation des contraceptifs est interrompue. 
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3. Les mesures de la charge virale 
3.1 Importance clinique 
 
Parmi les femmes dont le test pour les types VPH à haut-risque est positif, les 
anomalies cytologiques sont plus fréquemment observées chez celles ayant une charge 
virale élevée. On peut dire donc que la charge virale représente un facteur de risque pour 
les lésions de haut-grade qui pourrait être utilisé comme un marqueur clinique.  
Toutefois, son rôle dans la prédiction de la progression de la maladie demeure toujours 
controversé et reste en cours d’étude. De nombreuses études transversales ont démontré 
que la charge virale du VPH-16 augmentait de manière significative avec le grade de 
CIN, alors que l’inverse a été noté pour le VPH-18 (Swan DC et al., 1999; Lefevre et al, 
2004).  
D’autres études mesurant la charge virale de types de VPH autres que VPH-16, 
démontrent  que les femmes avec un CIN-1 possèdent une charge virale plus importante 
que celles avec un CIN-2,3 (Gravitt PE et al., 2003, Schlecht NF et al., 2003; Swan DC et 
al., 1999). Toutefois, ces études utilisaient des techniques semi-quantitatives avec une 
faible sensibilité et spécificité.  De plus, ces études ne prenaient pas en considération la 
présence d'inhibiteurs d’amplification et n’estimaient pas la quantité de l'ADN cellulaire 
testé (Lefevre et al, 2004). 
Aussi, la prévalence des formes intégrées augmente avec la gravité de la maladie, et 
l'intégration, elle-même, est suivie d'une diminution de la charge virale (Gravitt PE et al., 
2003). De plus, il est difficile de mesurer l’intégration avec des méthodes telles que la 
technique de Southern-blot ou encore le test Hybrid Capture™ , car il s’avère souvent 
difficile de discerner les formes intégrées des formes épisomales dans une infection mixte 
(Schlecht NF et al., 2003).  
Il est maintenant clair que la relation entre la charge virale et la maladie est plus 
complexe qu’on ne le pensait auparavant. 
De nos jours, plusieurs études utilisent le PCR en temps réel, une technique 
sensible, précise et quantitative. De plus, le PCR en temps réel permet de normaliser la 
quantité de cellules  présentes dans les échantillons, et déceler la présence d’inhibiteurs 
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qui peuvent fausser les résultats (Lefevre et al, 2004). Aussi, cette technique est 
reproductible et peut être facilement adaptée à la diversité des souches virales (Lefevre et 
al, 2004). De surcroît, certaines études, utilisant le PCR en temps réel, ont pu établir une 
association entre la charge virale, le grade des lésions observées, et le risque de 
développement de lésions (Gravitt PE et al., 2003; Lefevre et al, 2003; Lefevre et al, 
2004; Van Duin M et al.,2002).   
En combinant le PCR en temps réel et des contrôles internes, J. Lefevre et al ont 
démontré que les femmes ayant une charge virale élevée de VPH-16 sont à risque d’avoir 
un CIN-2,3 (Lefevre et al, 2004). Ceci fut confirmé par une étude prospective réalisée par 
Ylitalo et al, qui a démontré une association entre la charge virale de VPH-16 et le risque 
de développer un CIN-2,3. Cette équipe suédoise a même affirmé qu’il était possible de 
prédire le développement d’un CIN-2,3, plusieurs années avant le diagnostic (Ylitalo et 
al., 2000) .   
Certaines études ont utilisé la méthode d’Hybrid Capture. Toutefois, cette 
méthode détecte plusieurs types de VPH en même temps. De plus, la méthode Hybrid 
Capture est semi-quantitative dans une plage des valeurs de charges virales qui ne couvre 
pas toute la gamme des valeurs observées dans les échantillons cliniques (Gravitt PE et 
al. 2003; Cox JT, et al., 1995; Nindl I et al., 1998).  
Enfin, il existe d’autres facteurs qui peuvent avoir un impact considérable sur la 
charge virale. D’une part, certaines variantes de VPH se répliquent moins activement que 
d’autres, dépendamment de leurs variations génomiques. A titre d’exemple, la charge 
virale des variantes européennes du VPH-16 est plus importante que celle des variantes 
asiatiques-américaines au niveau du col de l’utérus dans certaines études (Villa LL et al., 
2000). D’autre part, la façon avec laquelle on prélève les échantillons peut jouer un rôle 
crucial dans la détermination de la charge virale. En effet, certaines lésions de haut-grade 
pourraient être entourées par des lésions de bas-grade. Donc, la charge virale obtenue sur 
un échantillon du col reflétera une moyenne des deux types de lésions (Arias-Pulido et 
al., 2006).   
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4. les variantes moléculaires du VPH 
4.1 Les variantes E6 
 
 Des mutations peuvent différencier différents isolats d’un même type. Ces 
souches porteuses de mutations sont considérées comme des variantes, car elles partagent 
plus de 95% d’homologie au niveau de leur séquence d’ADN. Les variantes VPH ont été 
décrites pour tous les types de VPH à haut-risque. À ce jour, le polymorphisme du VPH-
16 reste le plus étudié. Plusieurs variantes de VPH-16 ont été déterminées suite à l’étude 
des cadres de lectures L1 et E6 et du LCR (Claire S. Brady et al., 1999).  
Le génome du VPH-16 peut être divisé en plusieurs lignées phylogéniques 
déterminées par des substitutions nucléotidiques. Des études antérieures ont documenté 
différentes fréquences de ces variantes dans différentes populations. Celles-ci ont été 
regroupées en différentes branches qui diffèrent selon la répartition géographique des 
isolats. On retrouve alors des variantes européennes, prédominant dans les cancers en 
Europe, en Amérique du Nord, Amérique centrale et du Sud, et Asie du Sud-Est, alors 
qu'en Afrique, la variante Africaine 1 prédomine. D'autres variantes sont incluses dans les 
branches Africaine 2, Asiatique, ou encore Asiatique-Américaine. Au niveau de la 
branche Européenne, la plus fréquente des variantes E6 est la variante 350G (E350G), 
dans laquelle la thymidine à la position 350 est remplacée par une cytosine, substituant 
ainsi la leucine en position 83 par une valine (Londesborough et al., 1996). Les variantes 
E6 du VPH-16 ont été étudiées dans les carcinomes du col utérin et les maladies de haut-
grade, et certaines études ont indiqué que certaines variantes sont plus fréquentes dans 
ces lésions. Le rôle des variantes du VPH-16 dans la susceptibilité et la persistance de 
l'infection par le VPH et le développement de la maladie de haut-grade reste incertain 
(Stoppler et al., 1996).  
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4.2 Les variantes E2 de VPH-16 
 
La protéine E2 est un modulateur de la transcription et de la réplication des 
papillomavirus, ayant un rôle majeur dans la réplication de l'ADN viral et dans la 
répression de la transcription de certains gènes viraux précoces. Tel que décrit 
auparavant, E2 est composée de trois domaines fonctionnels: le domaine transactivateur 
N-terminal, la région charnière, et le domaine de liaison à l'ADN C-terminal. En se liant 
aux promoteurs précoces, E2 réprime la transcription des oncogènes E6 et E7. 
L'intégration du génome viral dans l'ADN cellulaire perturbe le cadre de lecture E2, ce 
qui se traduit par une perte de fonction de la protéine E2, conduisant à une surexpression 
des gènes E6 et E7.  Chaque mutation ou perturbation du gène E2 pourrait donc 
augmenter ou diminuer la capacité d'immortalisation du VPH-16. 
Une étude d’Arias-Pulido et al. analysant le polymorphisme de la région  
charnière de E2 du VPH-18  n’a établi aucun lien entre les différentes variantes décrites 
et les dysplasies intra-épithéliales ou encore le cancer du col (Arias-Pulido, 2005). De 
plus en 2006, Bhattacharjee et Sengupta ont étudié le polymorphisme de E2 du VPH-16 
détecté chez des femmes indiennes, et ont conclu qu’il n’y avait aucune relation entre les 
variations de E2 et le grade  des lésions néoplasiques (Bhattacharjee et Sengupta, 2006). 
La plupart des études qui ont été effectuées sur le polymorphisme du gène  E2 sont des 
études descriptives. Toutefois, ceci ne permet pas d'exclure la possibilité que les variantes 
E2 peuvent différer dans leur capacité à induire la progression de l’infection par le VPH-
16 (D A Graham et al, 2000). Des études prospectives à plus grande échelle, sur le 
polymorphisme d’E2, sont nécessaires afin d’élucider le rôle de ces variations dans le 
développement des lésions ou encore du cancer invasif. 
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5. L’intégration du VPH 
5.1 Site de rupture 
  La question de savoir si l'intégration elle-même est essentielle au processus de 
développement du cancer est l'objet de débats. Il existe deux écoles de pensée et toutes 
les deux sont d'accord sur le fait que dans le cas des cancers invasifs, l'intégration se 
produit de préférence au niveau de sites chromosomiques fragiles. Cependant, elles ne 
partagent pas le même point de vue en ce qui à trait à la distribution de ces sites sur 
l'ensemble du génome. 
Une école de pensée soutient que les VPH ciblent ces sites vu leur grande 
sensibilité à l'intégration (Wilke C. M. et al., 1996; Yu T. et al., 2005). Cependant,  l'autre 
école soutient que ces sites sont plus accessibles pour les virus (Wentzensen N. et al., 
2002; Ziegert C. et al., 2003; Wentzensen et al., 2004). De plus, une des écoles supporte 
l’idée du regroupement des sites d'intégration dans certaines régions chromosomiques, 
tandis que l’autre nie l’existence d’un motif cellulaire spécifique dans la séquence de 
transition entre les séquences virales et le génome cellulaire, ou encore une intégration 
spécifique dans une région donnée à un même locus. De surcroît, une met l'accent sur le 
nombre de gènes cellulaires qui sont interrompus par l’intégration virale et qui sont 
associés à la carcinogenèse à d'autres sites, alors que l'autre souligne l'absence de preuve 
liant les changements dans l'expression de plusieurs de ces gènes avec l'intégration virale 
(Wilke C. M. et al., 1996; Yu T. et al., 2005; Wentzensen N. et al., 2002; Ziegert C. et al., 
2003; Wentzensen et al., 2004). 
Même s’il est raisonnable de penser que l'intégration se produit de préférence au 
niveau de certains sites qui confèrent un avantage de croissance et de survie des cellules 
altérées, les sites d’intégration du VPH dans le génome humain ont été systématiquement 
étudiés chez les femmes atteintes de cancer invasif. Dans diverses études sur les sites 
chromosomiques cibles de l’intégration du génome de VPH-16 menées sur des lignées 
cellulaires et des carcinomes, l'intégration a été détectée principalement au niveau des 
chromosomes 1, 2, 8, 9, 3, 12, 13 et 20 (Choo KB et al., 1996; Kalantari M et al.,2001). 
Néanmoins, il n'a pas été possible de déterminer un site privilégié d'intégration dans le 
génome humain.  
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D’autres études publiées rapportent que le VPH-18 s’intègre souvent dans la 
bande chromosomique 8q24 près du gène myc. En ce qui à trait  au VPH-16, il peut 
s’intégrer au niveau du promoteur du gène de la télomérase humaine, ainsi que celui d’un 
suppresseur de tumeur le FHIT. (Camille C. Rose Ragin et al., 2004). L'intégration 
produit, tout d'abord une délétion d’un petit fragment d’ADN pouvant atteindre parfois 
trois kilobases. Le cadre de lecture E2 a été identifié comme étant le site privilégié de 
rupture de VPH, et plus spécifiquement au niveau de la région charnière (Arias-Pulido et 
al, 2006). 
Bien que certains chercheurs aient démontré une coexistence de formes 
épisomales et intégrées dans les lésions pré-néoplasiques du col de l'utérus, l'ADN viral 
est intégré dans le génome cellulaire dans les lignées dérivées de carcinomes du col de 
l'utérus et dans les lésions invasives du col (Arias-Pulido et al, 2006). L'identification des 
formes intégrées de VPH pourrait être un biomarqueur utile pour évaluer le risque de 
progression de la maladie des femmes infectées par le VPH. Toutefois, il faut que la 
technique utilisée soit sensible pour détecter les formes intégrées, car elles sont en 
présence de formes épisomales dans les lésions pré-néoplasiques. 
 
5.2 Conséquence de l’intégration 
 
L’intégration  du VPH-16 dans le génome de l'hôte est un événement critique dans  
le développement des néoplasies et leur progression en cancer cervical. Des études in 
vitro ont démontré que les cellules contenant du VPH-16 intégré possèdent un avantage 
de croissance sélective par rapport aux cellules qui maintiennent les génomes viraux sous 
forme épisomale. Suite à l’intégration virale, le cadre de lecture E2 est interrompu 
menant a une surexpression des oncoprotéines E6 et E7 (Fields, volume II, chapitre 62, p 
3228). Ces dernières contribuent à un dérèglement cellulaire qui pourait, comme détaillé 
auparavant à la section «2.4», conduire à un cancer invasif. Dans une étude récente, une 
réintroduction de la protéine E2 dans des cellules infectées par un VPH-16 provenant 
d’un carcinome du col de l'utérus, a entraîné la diminution du taux de croissance tumorale 
et a déclenché la mort cellulaire par apoptose (Fields, volume II, chapitre 62, p 3228). Le 
même effet a été décrit précédemment dans d’autres études. 
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Toutes ces données démontrent le rôle crucial de l'inactivation du gène E2, durant 
l'intégration virale, dans le développement du cancer cervical. 
L’intégration de VPH-16 a été observée au niveau des différents spectres des néoplasies 
du col utérin, CIN-1, CIN-2,3 et cancer du col (Daniel et al., 1997; Graham et al., 2000; 
Arias-Pulido et al, 2006). En général, la fréquence de l'intégration des VPH-16 augmente 
selon la gravité des lésions (Hudelist et al., 2004). Ceci suggère que l'intégration virale 
pourrait représenter un risque pour la progression tumorale.  
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OBJECTIFS ET HYPOTHÈSE 
 
 
 L’intégration du VPH-16 dans le génome humain pourrait être un marqueur de 
progression vers la maladie. La charge virale intégrée peut être mesurée par la 
quantification des gènes E6 et E2 du VPH-16.  
La quantification de l’ADN VPH-16 peut être influencée par le polymorphisme 
du VPH-16 (Fontaine et al., 2005b). Lorsque les amorces et la sonde furent sélectionnées 
pour le premier test de quantification du VPH-16 E2 par PCR-RT  (Nagao et al., 2002; 
Peitsaro et al., 2002), nous avions une connaissance limitée du polymorphisme du gène 
E2.  
 Le but de cette étude en premier lieu est de caractériser le polymorphisme du gène 
E2 et de concevoir des sondes et amorces pour des tests de PCR-RT afin de mesurer 
l’intégration du VPH-16. Pour une investigation plus poussée de l’association entre la 
charge des formes intégrées du VPH-16 et les CIN-2,3, un test PCR-RT pour quantifier le 
gène E2 et ciblant les séquences conservées du VPH-16, a été optimisé. Les tests PCR-
RT développés pour la quantification des gènes E6 et E2 seront alors appliqués sur des 
lavages cervico-vaginaux (LCV) récoltés au cours d’une étude prospective de cohorte sur 
l’histoire naturelle de l’infection du VPH dans une population de femmes séropositives et 
séronégatives pour le VIH.  
 Dans cette étude, nous tenterons de démontrer que le polymorphisme du gène E2 
du VPH-16 a un impact sur la quantification de VPH-16 épisomal et intégré d’isolats de 
différentes lignées. Aussi nous tenterons d’établir le lien entre la charge virale des formes 
intégrées du VPH-16 et  la présence des lésions CIN-2,3 tout en contrôlant pour des 
variables confondantes.  
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Abstract (239 words) 
 
 Integrated HPV-16 loads are currently estimated by quantitation with real-time 
PCR of HPV-16 E6 (RT-E6 and HPV-16 PG) and E2 (RT-E2-1) DNA. We assessed the 
influence of HPV-16 E2 polymorphism on quantitation of integrated HPV-16 DNA in 
anogenital specimens. HPV-16 E2 was sequenced from 135 isolates (123 from European 
and 12 from non-European lineages). An assay targeting conserved HPV-16 E2 
sequences (RT-E2-2) was optimized and applied with RT-E6 and RT-E2-1 on 139 HPV-
16-positive cervicovaginal lavages collected from 74 women (58 HIV-seropositive, 16 
HIV-seronegative). Ratios of HPV-16 copies measured with RT-E2-2 and RT-E2-1 
obtained with African 2 (median=3.23, range=1.92-3.49) or Asian-American 
(median=3.78, range=1.47-37) isolates were greater than those obtained with European 
isolates (median: 1.02, range: 0.64-1.80; P<0.02 for each comparison). The Distribution 
of HPV-16 E2 copies measured in 139 samples with RT-E2-2 (median: 6150) and RT-
E2-1 (median: 8960) were different (P<0.0001). The risk of high-grade cervical 
intraepithelial neoplasia (CIN-2,3) compared to women without CIN was increased with 
higher HPV-16 total (odds ratio (OR) OR=2.17, 95% confidence interval (CI)=1.11-
4.23), episomal (OR=2.14, 95% CI=1.09-4.19) but not for HPV-16 integrated load 
(OR=1.71, 95%CI=0.90-3.26), after controlling for age, race, CD4 count and HIV, and 
HPV-16 polymorphism. The proportion of samples with an E6/E2 ratio >2 in women 
without SIL (7 of 35) was similar to that of women with CIN-2,3 (5 of 11, P=0.24) or 
CIN-1 (5 of 14, P=0.50). HPV-16 E2 polymorphism was a significant factor that 
influenced measures of HPV-16 integrated load. 
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Introduction 
 
 High-risk HPV genotypes cause CIN and cancer of the uterine cervix in HIV-
seronegative and -seropositive women (Ferenczy et al., 2003). HPV-16 is the most 
oncogenic in terms of progression to CIN2-3 and to cervical cancer (Clifford et al., 2003). 
Although most women are infected by HPV, only a minority of women will develop 
persistent HPV infection that may progress to high-grade CIN (CIN-2,3) and cancer 
(Ferenczy and Franco, 2002). Host and viral factors are involved in progression of HPV-
induced cervical lesions (Wang and Hildesheim, 2003). High HPV-16 loads have been 
associated with CIN-2,3 in case-control studies or with progression to CIN-2,3 or 
carcinoma in situ in prospective studies (Dalstein et al., 2003; Flores et al., 2006; 
Josefsson et al., 2000; Moberg et al., 2004; Schlecht et al., 2003). Although increased 
HPV-16 DNA viral load could help identify women infected with HPV-16 at greater risk 
for CIN-2,3, the substantial overlap of viral load values between women without and with 
CIN is a limitation (Cheung et al., 2006; Fontaine et al., 2005a; Guo et al., 2007).  
 HPV-16 integration is considered to be a key event in the progression of persistent 
HPV-16 infection to invasive cancer (Hopman et al., 2004; Kalantari et al., 1998), 
resulting in uncontrolled expression of HPV-16 E6 and E7 oncogenes. Quantitation of 
load of integrated HPV-16 forms could prove to be a better biomarker for CIN-2,3 than 
HPV-16 load. Since HPV-16 integration often disrupts the E2 gene, current assays 
measuring HPV-16 integration are based on quantitation with real-time PCR of HPV-16 
E6 relative to E2 DNA (Arias-Pulido et al., 2006; Peitsaro et al., 2002). Detection of a 
greater quantity of HPV-16 E6 compared to HPV-16 E2 suggests the presence of 
integrated HPV-16 forms. We have shown recently with these assays that HPV-16 load 
of integrated forms was associated with CIN-2,3 in HIV-seropositive women (Fontaine et 
al., 2005a). Quantitation of HPV-16 DNA can be influenced by HPV-16 polymorphism 
(Fontaine et al., 2005b). Limited knowledge of HPV-16 E2 polymorphism was available 
when primers and probe were first selected for HPV-16 E2 quantitation by real-time PCR 
(Nagao et al., 2002; Peitsaro et al., 2002). 
 The purpose of this study was first to characterize HPV-16 E2 polymorphism. To 
investigate further the association between the load of HPV-16 integrated forms and CIN-
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2,3, we optimized a real-time PCR assay to quantitate HPV-16 E2 targeting conserved 
sequences of HPV-16 E2. We then applied these real-time PCR assays for quantitation of 
HPV-16 E6 and E2 on cervicovaginal lavages (CVL) collected in the course of a 
prospective cohort study on the natural history of persistent HPV infection in a 
population of HIV-seropositive and –seronegative women. We demonstrate here that 
HPV-16 E2 polymorphism influences the quantitation of episomal and integrated HPV-
16 of isolates from non-European lineages.  Viral load of integrated HPV-16 forms, but 
not the presence of HPV-16 integrated forms, was associated with CIN-2,3.  
 
Materials and methods 
 
Study protocol of the Canadian Women’s HIV Study. Study subjects were selected from 
women infected with HPV-16 participating in the Canadian Women’s HIV Study 
between May 1993 and March 2002. The Canadian Women’s HIV Study is a cross-
sectional and cohort study that investigates the interplay between HPV and HIV 
infections on cervical precancerous lesions. As described previously, 1055 women were 
enrolled in that study from sexually transmitted diseases, primary care and outpatient 
HIV care clinics from across Canada (Fontaine et al., 2005a; Hankins et al., 1999). 
Women were eligible to participate if they provided written informed consent, were 
seropositive for HIV-1 or were seronegative for HIV but at risk for sexually transmitted 
diseases. The research protocol was approved by each local institutional Ethics 
committees. Since our cohort was initiated in 1993, very few HIV-seropositive women 
were under highly active anti-retroviral therapy. 
 A standardized questionnaire was administered upon study entry and at 6-month 
intervals. For all HIV-seropositive women, CD4 cell counts, Pap smears and CVL were 
obtained at 6-month intervals (Coutlée et al., 1997; Hankins et al., 1999). For HIV-
seronegative women, CVL and Pap smears were collected at one-year intervals. Cytology 
smears were interpreted in one central pathology laboratory and confirmed by one 
pathologist. Colposcopy was performed systematically in participants with high-grade 
squamous intraepithelial lesion (HSIL) on cytology smears and was suggested to 
participants with smears showing low-grade SIL (LSIL). Of 732 HIV-seropositive and 
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323 HIV-seronegative women screened for HPV infection, 366 HPV-infected women 
(207 HIV-seropositive with a mean of follow-up of 27.3 months, 159 HIV-seronegative 
with a mean follow-up of 17.9 months) were followed prospectively.  
 Of the 1055 participants, 132 (12.5%) had at least one CVL containing HPV-16 
DNA at baseline or during follow-up visits. For this report, data were limited to 74 
women (58 HIV-seropositive, 16 HIV-seronegative): 38 had colposcopy, 24 had three 
consecutive normal smears over a period of at least 12 months, 7 had  >2 consecutive 
smears with LSIL, 2 had one smear with HSIL, 3 did not have colposcopy or cytology 
but were infected by African or Asian-American HPV-16 variants. The 58 HPV-16 
positive women who were not included in the study because the diagnosis of CIN or SIL 
was uncertain or they had less than 3 normal smears, have been described elsewhere 
(Fontaine et al., 2005a). 
 
Cervical samples from the Biomarkers of Cervical Cancer Risk (BCCR) study. We also 
included 118 HPV-16-positive cervical samples from women recruited in the BCCR 
study. This hospital-based case-control study conducted in Montreal, Canada, 
investigates biomarkers for CIN-2,3 and cancer (Koushik et al., 2005). Controls were 
women with normal Pap smears while cases had histologically-confirmed CIN-2,3. 
Exfoliated cervical cells were collected with a cytobrush. 
 
HPV DNA detection and HPV lineage assessment. Cell suspensions from CVL collected 
in the Canadian Women’s HIV Study were lysed with 0.8% Tween and digested with 
proteinase K (Coutlée et al., 1997). An aliquot of 5 µl from each processed sample was 
amplified for ß-globin DNA with PC04-GH20 (Coutlée et al., 1997). Of the 5262 genital 
specimens collected in all study subjects at enrolment and follow-up visits (mean of 5.7 
specimens per subject), 104 (1.9%) failed to amplify ß-globin. ß-globin-positive samples 
were tested for HPV DNA detection and typing with MY09-MY11-HMB01 consensus 
L1 PCR and type-specific probes (Coutlée et al., 1997). DNA was extracted from 
samples collected in the BCCR study using the Master pure kit as described previously 
(Koushik et al., 2005). ß-globin-positive samples were tested for HPV DNA with PGMY 
primers and typed with the Line blot assay (Roche Molecular systems, CA). HPV-16 
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isolates were classified into European, African 1, African 2 or Asian-American lineages 
by direct PCR-sequencing of the long control region (LCR) as described previously 
(Fontaine et al., 2005a).  
 
HPV-16 E2 analysis by PCR-sequencing. Two fragments of HPV-16 E2 (nucleotides 
(nt) 2654 to 3361 and nt 3200 to 3905) were amplified with primer pairs 16-E2-1 (5’-
CGAAAATCCAGTGTATGAGC-3’)/16-E2-2 (5’GTCGCTAAACACAGATGTAGGA 
C-3’) and 16-E2-3 (5’GAGGGTCAAGTTGACTATTATGG-3’)/16-E2-4 (5’AGCAAA 
GCAAAAAGCACG-3’). For each reaction, 2 µl of processed specimen was amplified in 
a 100-uL reaction volume containing 10 mmol/L Tris-HCl (pH 8.3), 50 mmol/L KCl, 2.5 
U of AmpliTaq Gold enzyme (Roche Diagnostic Systems, Laval, Canada), 2.0 mmol/L 
MgCl2, 0.5 mmol/L each primer, and 0.25 mmol/L each dCTP, dTTP, dGTP, and dATP. 
HPV-16 E2 amplicons were generated by amplification in a 9600 thermal cycler (Perkin-
Elmer, Montreal, Canada) with an initial step for 9 min at 95ºC; 40 cycles for 60 s at 
95ºC, 60 s at 55ºC and 60 s at 72ºC; a final step for 7 min at 72ºC. Direct double-stranded 
PCR sequencing was performed on HPV-16 E2 DNA amplicons using the fluorescent 
cycle-sequencing method (BigDye terminator ready reaction kit; Perkin-Elmer) on 20 ng 
of purified amplicons using the same primers as above, with 25 cycles for 10 s at 96ºC, 5 
s at 50ºC, and 4 min at 62ºC. Sequence analysis was performed on an ABI Prism 3100 
genetic-analyzer system at the DNA Sequencing Service of the Centre de Recherche du 
CHUM. Non-prototypic isolates were sequenced twice and in all cases, confirmed the 
initial sequencing results. Sequences from HPV-16 E2 variants were aligned for 
classification with CLUSTAL W (version 1.8) software.  
 
Real-time PCR for HPV-16 viral load and integration. HPV-16-positive CVL had been 
previously screened for the presence of PCR inhibitors with internal controls for HPV-16 
E6, E2 and ß-globin DNA (Fontaine et al., 2005a; Lefevre et al., 2004). Two µl of 
processed sample without inhibition were tested in duplicate in separate capillaries for 
quantitation of HPV-16 E6 (RT-E6) and HPV-16 E2 (RT-E2-1) using the real-time PCR 
assays for E6 and E2 described by Peitsaro et al. (Fontaine et al., 2005a; Peitsaro et al., 
2002), and for ß-globin as described previously (Fontaine et al., 2005a; Lefevre et al., 
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2004). HPV-16 E6 DNA was also measured in all samples containing an African or 
Asian-American HPV-16 variant and in 40 samples randomly selected containing an 
European HPV-16 variant, with a second real-time PCR assay (HPV-16 E6 PG PCR), as 
described previously (Gravitt et al., 2003).  
HPV-16 E2 was also quantitated in duplicate by a novel real-time PCR, 
designated RT-E2-2, using in a twenty-µl reaction mixture containing 1x DNA Master 
Hybridization Probe Mix with the Fast Start Taq DNA polymerase (Roche Molecular 
Biochemicals), 0.3 µM of each HPV-16 primers NA-16-F and NA-16-R (Table 1), and 
50 nM of fluorogenic probe NA-16-P. Cycling parameters included an activation step at 
95ºC for 10 min followed by 50 cycles at 95ºC for 15 sec and 61ºC for 30 sec. Cycle 
thresholds were compared to those of an HPV-16 titration curve obtained by serial ten-
fold dilutions of an HPV-16 plasmid, kindly provided by Professor zur Hausen, in a fixed 
amount of 75 ng of human genomic DNA (Roche Diagnostics) in 10 mM Tris-HCl [pH 
8.2]. HPV-16 E6 and E2 loads were expressed as the number of HPV-16 copies per cell 
equivalent. The integration status of HPV-16 was assessed by comparing the levels of 
HPV-16 E2 and E6 genes and was expressed as the E6/E2 ratio. The integrated HPV-16 
viral load was calculated by subtracting the copy numbers of E2 (episomal) from the 
copy numbers of E6 (integrated and episomal) for specimens with an E6/E2 ratio >2.0, as 
previously discussed (Fontaine et al., 2005a; Khouadri et al., 2007).  
 
Statistical Analysis. The intrarun and interrun coefficients of variation (CV) were assessed 
by amplifying five times 10, 100 and 1,000 copies of HPV-16 DNA mixed in 50 ng of 
human DNA in the same or in different runs, respectively. The variability between runs of 
calculating HPV-16 E6/E2 ratios was assessed by testing on three different runs with RT-
E6-1 and RT-E2-2 14 clinical samples. The CV was calculated as the ratio of the standard 
deviation over the mean, multiplied by 100. Amplification efficiencies of HPV-16 E6 and 
E2 PCR assays were determined by testing 8 times in each assay a HPV-16 titration 
curve, using the formula E=10-1/s-1 (s being the slope of standard curve). The statistical 
significance of differences of amplification efficiencies between assays was assessed with 
the Mann-Whitney U test. Correlation between HPV-16 E2 loads measured with different 
assays was measured with the Spearman rank correlation coefficient. HPV-16 viral loads 
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were measured in specimens collected before biopsy that could alter viral load 
measurement. The statistical significance of differences between log-transformed HPV-
16 total and episomal loads between participants with various grades of SIL or CIN was 
assessed with a Student t-test since they were normally distributed, and the Mann-
Whitney U test was used to compare HPV-16 integrated loads. The difference of 
distribution of HPV-16 E2 copy numbers measured with two real-time PCR assays was 
assessed with the Sign test. Fisher’s exact test was used to assess the statistical 
significance of differences for categorical variables. Analyses of cytology or histology 
results were conducted by considering the visit for each participant with the highest grade 
of SIL or CIN. The magnitude of the association between measures of total, integrated 
and episomal HPV-16 DNA loads and grade of CIN or SIL was assessed by logistic 
regression controlling for age, race and a factored variable combining CD4 cell count and 
HIV status (HIV-negative, HIV-positive with CD4> 500, 200-500, and <200 cells/µl). 
The E6 350GT variation was not considered since it was not associated with CIN-2,3 or 
HSIL in our participants (Fontaine et al., 2005a). All statistical tests were two-sided with 
statistical significance set at p<0.05. Statistical analyses were performed with 
STATISTICA version 6 software (StatSoft, Tulsa, OK). 
 
Results  
 
HPV-16 E2 polymorphism. In order to select primers and probe in conserved sequences 
of HPV-16 E2 hinge, the complete E2 gene of HPV-16 isolates from various lineages 
assessed by LCR analysis was sequenced (Table 2). Isolates from 3 Caucasian women 
identified as the Asian-American LCR variant AY112662 were further classified into two 
E2 variants that had 20 and 21 variations compared to the E2 prototype. Isolates from 6 
women (5 of African origin, 1 Caucasian) identified as LCR variants T4, T8, AF472508 
and PF-18 of the African 1 lineage were classified into four E2 variants (median number 
of variations=17, range=16-19) compared to the E2 prototype. Three Isolates identified as 
African 2 LCR variant U34089 and collected from women of African origin, were further 
classified into two E2 variants with 19 and 20 variations each compared to the E2 
prototype. Fifty-six variation sites (median variations per variant=2, range=0-6) defined 
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32 HPV-16 E2 variants in the 118 European isolates (Table 2). Seventy-six of these 
isolates were HPV-16 E2 prototypes. All HPV-16 E2 variants shared the A2925G 
variation, as published in a correction to the reference HPV-16 sequence (Meissner, 
1997; Swan et al., 2005).  
 
Performance of HPV-16 E2 real-time PCR assay (RT-E2-2). HPV-16 E2 variations 
reported by others were combined with unique variations identified by us in Table 1 
(Casas et al., 1999; Eriksson et al., 1999; Giannoudis et al., 2001; Graham and 
Herrington, 2000; Meissner, 1997; Sathish et al., 2004; Swan et al., 2005; Veress et al., 
1999; Watts et al., 2002). Two primers and one internal probe were selected in conserved 
areas of E2 to detect the hinge region (Table 1). The Tm of primers NA-16F and NA-16R 
selected for the RT-E2-2 assay were similar. RT-E2-2 and RT-E6 assays had a wide 
linear range that covered 10-10,000,000 copies of HPV-16 DNA, generated 
superimposed titration curves and reached the same endpoint of 10 HPV-16 DNA copies 
(data not shown). Amplification efficiencies for RT-E2-2 (median=94.8%, range=93.9% 
to 95.1%) and RT-E6 (median=94.4%, range=93.5% to 95.1%) were similar (P=0.81).  
 The reproducibility of the real-time PCR assays was then evaluated. When 1,000, 
100 and 10 HPV-16 DNA copies were measured in the same run, mean HPV-16 E2 copy 
numbers were 1,042±23, 102±12 and 12±3 for intrarun CVs of 2.2%, 11.8% and 25.0%, 
respectively, and mean HPV-16 E6 copies were 1,021±69, 102±8 and 9±1, for intrarun 
CVs of 6.8%, 7.8% and 11.1%, respectively. When measured on different runs, mean 
HPV-16 E2 copy numbers were 1066±137, 98±15 and 11±4, respectively, for interrun 
CVs of 12.9%, 15.3% and 36.4%, respectively, and HPV-16 E6 copy numbers were 
1031±124, 94±8 and 9±3, for interrun CVs of 12.0%, 8.5% and 33.3%, respectively.  
 To evaluate the variability between runs of calculating HPV-16 E6/E2 ratios, we 
tested 14 samples on three different runs with RT-E6-1 and RT-E2-2. Table 3 shows that 
estimation of HPV-16 E6/E2 was reproducible between runs. However, considering the 
initial and the triplicate estimations of E6/E2 ratio, two specimens with ratios above but 
near 2.0 falsely gave a ratio below 2 once out of 4 times (Table 3).  
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Influence of E2 polymorphism on HPV-16 E2 quantitation. To assess if selection of 
primers and probe in conserved areas of E2 influenced the quantitation of HPV-16 E2 
DNA in clinical samples, processed samples containing isolates from each HPV-16 
lineage and the prototype were tested with RT-E6, RT-E2-1 and RT-E2-2 at different 
copy numbers to cover the range of HPV-16 DNA measured in samples (Table 4). HPV-
16 E6/E2 ratios >2 were obtained for the six samples containing African 2 (n=3) or 
Asian-American (n=3) isolates when tested with RT-E2-1 but for only one of these 
samples when tested with RT-E2-2 (Table 4). Conversely, such a change in E6/E2 ratio 
with the use of RT-E2-2 was encountered with only one of 12 European isolates. With 
European isolates, HPV-16 E6/E2 ratios using RT-E2-1 (median=2.14, range=1.12-
33.59) and RT-E2-2 (median=2.18, range=0.86-29.66) were similar. HPV-16 E6/E2 
ratios calculated with African 1 isolates using RT-E2-1 (median=1.69, range=0.91-2.96) 
and RT-E2-2 (median=1.83, range=1.16-4.68) were also similar. In contrast, HPV-16 
E6/E2 ratios obtained with African 2 isolates using RT-E2-1 (median=4.10, range=2.09-
6.41) and RT-E2-2 (median=1.17, range=1.09-1.99) were different, similarly to ratios 
obtained with Asian-American isolates using RT-E2-1 (median=24.53, range=3.78-
30.00) and RT-E2-2 (median=0.99, range=0.81-16.67). For each specimen, the ratio of 
number of HPV-16 DNA copies measured with RT-E2-2 and RT-E2-1 was calculated. 
The distribution of ratios of HPV-16 copies with RT-E2-2 and RT-E2-1 (RT-E2-2/RT-
E2-1 in Table 4) obtained with European isolates (median=1.02, range=0.64-1.80) and 
with African 1 isolates (median=0.80, range=0.53-1.09) was similar (P=0.08), while 
ratios with African 2 (median=3.23, range=1.92-3.49) or Asian-American (median=3.78, 
range=1.47-37) isolates were different from that of European isolates (P<0.02 for each 
comparison).  
 To further demonstrate the impact of avoiding polymorphic sites for E2 probe and 
primers, 139 CVL were tested with RT-E2-1 and RT-E2-2. The distribution of HPV-16 
E2 copies measured with RT-E2-2 (median 6150, range 633-129798) and RT-E2-1 
(median 8960, range 293-83015) was significantly different (P<0.0001, data not shown). 
The difference remained statistically significant considering women without CIN or SIL 
of any grade (P=0.0003), but not with women with CIN-1 (p=0.18) or CIN-2,3 (P=0.34) 
(data not shown).  
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HPV-16 episomal and integrated loads and grade of cytology smears or CIN. Overall, 
139 CVL (median=1 CVL/woman, range=1-8) collected from 74 women were analyzed 
for HPV-16 viral load and integration by measuring HPV-16 E6 and E2 viral loads with 
the following assays. Samples were all tested with the RT-E2-2 assay to avoid 
underestimation of HPV-16 E2 load as demonstrated above. We had previously 
demonstrated that the RT-E6 assay could underestimate the quantity of HPV-16 E6 DNA 
for isolates belonging to the African phylogenetic branch (Fontaine et al., 2005b). 
Variations at nucleotide positions 109, 131, 143 and 145 the E6 sequences compared to 
the European prototype in these isolates are located within probe and primer sequences 
used in the RT-E6 assay. These mismatches between RT-E6 reagents and HPV-16 E6 
DNA sequence may explain the underestimation of viral loads of African isolates. In 
contrast, we had obtained an excellent correlation between the two assays for European 
or Asian-American isolates. To avoid underestimating the amount of HPV-16 E6 in our 
cohort, 8 samples from women infected by African 1 or African 2 isolates were tested 
with RT-E6 and HPV-16 E6 PG assays to investigate the influence of HPV-16 E6 
polymorphism on quantitation of HPV-16 DNA. The quantity of HPV-16 E6 DNA 
measured with HPV-16 E6 PG were in average 2.24+1.25-fold higher (range 1.37-5.26) 
than the quantity measured with RT-E6 (data not shown). In contrast, the ratio of HPV-16 
DNA quantity measured with RT-E6 and HPV-16 E6 PG was of 1.08+0.47 for 3 isolates 
belonging to the Asian-American branch and of 0.98+0.25 for isolates from 40 samples 
belonging to the European branch. The following analyses used HPV-16 E6 copy 
numbers obtained with the HPV-16 PG assay for samples containing African variants and 
RT-E6 results for samples containing European or Asian-American variants. 
 We first measured HPV-16 viral loads in CVL collected from 70 women for 
whom Pap smears results were available (45 women with normal smears, 3 with ASCUS, 
16 with LSIL and 5 with HSIL). Only one visit per participant with the highest grade of 
SIL was considered. Of these 70 women, 57 were infected by European variants, 5 by 
African 1 variants, 3 by African 2 variants, 3 by Asian-American variants and HPV-16 
polymorphism was not assessed for two participants. As shown in Table 5, the 
distributions of HPV-16 total and episomal DNA loads were significantly different 
between women without SIL and those with LSIL or HSIL. Age, detection of high-risk 
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HPV types other than 16, CD4 counts, race and HIV status were similar between women 
with various grades of SIL (P>0.10 for each comparison, data not shown). Controlling for 
age, CD4 counts and HIV infection, and the presence of non-European HPV-16 variants, 
HPV-16 total (OR=2.60, 95%CI=1.01-6.92) or episomal (OR=1.69, 95%CI=1.13-2.52) 
loads, but not integrated HPV-16 loads (OR=1.31, 95%CI=0.93-1.88), were significantly 
associated with HSIL. 
 The association between HPV-16 viral load and CIN-2,3 was investigated in 36 
women who had undergone colposcopy with biopsy of suspicious lesion and 24 women 
for whom three consecutive normal smears had been obtained (Table 5). The latter 60 
women (45 HIV-seropositive, 15 HIV-seronegative) had a median age of 29.1 years 
(range=18-63.3) and median CD4 counts of 287 cells/µl (range=6-960). Of these sixty 
women, 50 were infected by European HPV-16 variants, 4 by African 1 variants, 2 by 
African 2 variants and 2 by Asian-American variants. Total and episomal HPV-16 loads 
were significantly greater in women with CIN-2,3 compared to control women without 
CIN in univariate analysis (P=0.01). These associations remained significant in 
multivariate analysis controlling for age, HIV and CD4 count, and presence of non-
European variant, for HPV-16 total load (OR=2.17, 95%CI=1.11-4.23) and episomal load 
(OR=2.14, 95%CI=1.09-4.19) but not for HPV-16 integrated load (OR=1.71, 
95%CI=0.90-3.26). There was a significant correlation between total and episomal loads 
(r=0.99, P<0.05). We then investigated if the presence of integrated forms irrespective of 
integrated load was associated with CIN-2,3. There was no difference in the proportion of 
women with a ratio >2.0 in women without CIN (7 of 35) and with CIN-2,3 (5 of 11, 
P=0.24) or CIN-1 (5 of 14, P=0.50).  
 HPV-16 E6/E2 ratios >2 could also result from variability of quantitation of HPV-
16 E2 and E6. The variability of real-time PCR assays is maximal at very low target 
numbers as demonstrated by CVs calculated above and in the HPV-16 titration curves in 
Fig. 1. There is thus an advantage of testing HPV-16 DNA copies in the range between 
100 to 1,000,000 copies. For specimens from women without SIL and with HPV-16 
E6/E2 >2, 20 samples were within this range with two additional samples being above 
1,000,000 but below 5,000,000 copies. We also investigated the reproducibility of 
obtaining HPV-16 E6/E2 >2 in consecutive samples. Of the 29 women with more than 
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one consecutive CVL (range, 2-7) tested with real-time PCR, 26 had a cytological and/or 
histological diagnosis available. Similar HPV-16 E6/E2 ratios (<2 for 17 and >2 for 2 
women) were obtained on all consecutive CVL tested for 19 women. One participant 
with CIN-2,3 provided three samples with HPV-16 E6/E2 ratios between 2.8-4.9 while 
another woman with CIN-1 provided samples with ratios of 2.4 and 4.2. Discordant 
HPV-16 E6/E2 ratios were obtained for 10 participants: seven had only one of 2 to 3 
samples with E6/E2>2, one had 2 of 3 samples with E6/E2 >2 and 3 women had more 
than three samples tested, several of which had E6/E2 ratio >2 (one had five samples 
analyzed, three with ratios from 2.1-3.4 and two with ratios from 0.7-0.9; one with CIN-1 
had two consecutive samples with ratios of 2.1 and 3.4 and four subsequent samples with 
ratios from 1.2-1.9; one woman with CIN-1 had two samples with ratios of 2.3 and 2.6 
and two samples with ratios of 0.5 and 1.8).  
 
Discussion 
 
In this work, we measured episomal and integrated HPV-16 DNA with truly quantitative 
assays. The HPV-16 E2 gene was shown in our population to be polymorphic even in 
isolates classified as prototypes by LCR analysis. Several sites of variation were 
identified in primer and probe sequences utilized in the assay initially described to 
quantitate HPV-16 E2 (Peitsaro et al., 2002). HPV-16 E2 DNA polymorphism altered 
quantitation of E2 in isolates from African 2 and Asian-American lineages, also affecting 
significantly the E6/E2 ratio measured with these samples. Overall, fewer specimens 
were considered to contain integrated HPV-16 forms with the novel HPV-16 E2 assay. 
Episomal and total HPV-16 loads, but not the presence of integrated forms, were 
associated with CIN-2,3 on biopsy or HSIL on cytology. 
 Most significant differences between RT-E2-1 and RT-E2-2 were encountered for 
samples containing Asian-American E2 variants. Sequence mismatches in primers and/or 
probe with viral sequences can introduce significant errors into quantitative PCR by 
impeding efficiency of amplification or hybridization reaction (Whiley and Sloots, 2005). 
Mismatches at the 3’ end of primers introduce considerable error in quantitation, with 
calculated copy numbers being 2-3 logs lower than the actual number of copies (Whiley 
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et al., 2005). HPV-16 viral load results from studies conducted on populations infected 
with non-European variants should be interpreted with caution if assays optimized with 
European variants are applied.  
 Differences between E6 and E2 viral loads could reflect technical limitations of 
the assays rather than true integration. Since integration is measured by subtracting E2 
from E6, variability inherent to each assay will influence the calculated number of copies 
of integrated forms. Real-time PCR assays for HPV quantitation have excellent intrarun 
and interrun reproducibility (Flores-Munguia et al., 2004; Fontaine et al., 2005a; Fontaine 
et al., 2005b; Gravitt et al., 2003; Lefevre et al., 2003; Moberg et al., 2003). In our work, 
CVs obtained were less than 30% for quantities of HPV-16 >100 copies and above, as 
reported by others (Arias-Pulido et al., 2006; Fontaine et al., 2005b; Gravitt et al., 2003; 
Lefevre et al., 2003). Most samples analyzed here were in the range of 100-1,000,000 
copies, a range with less variability. Moreover, E6/E2 ratios measured for European 
isolates with two E2 assays were similar for most samples irrespective of initial quantities 
of HPV-16 DNA. Assay variability is thus unlikely to explain HPV-16 E6/E2 ratios over 
2. Although HPV-16 E2 is the most frequently disrupted gene, some have reported in an 
American population that the hinge of E2 is the most frequent site of rupture  opposed to 
the 3’end of E2 that was found to be the most frequently disrupted in a study conducted 
in China (Arias-Pulido et al., 2006; Cheung et al., 2006; Kalantari et al., 1998). The 
performance of real-time PCR assays to detect integration may be different between 
populations because of different HPV integration patterns. 
 Although the analytical sensitivity of real-time PCR for quantitation of HPV-16 
E6 and E2 DNA is excellent (Cheung et al., 2006; De Marco et al., 2007; Guo et al., 
2007), the clinical sensitivity and specificity of these assays to detect HPV-16 integration 
against a gold standard method have not been thoroughly assessed (De Marco et al., 
2007). Confirmation of the presence of integrated HPV-16 DNA forms detected by real-
time PCR has been accomplished on a limited number of samples by various techniques 
including in situ hybridization (Fujii et al., 2005), Southern blot (Fontaine et al., 2005a; 
Nagao et al., 2002) and PCR-sequencing methods identifying the presence of HPV-
human DNA junctions (De Marco et al., 2007). One of the latter methods, the detection 
of integrated papillomavirus sequences-PCR, found integrated HPV-16 in all 11 samples 
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that contained mixed or integrated HPV-16 forms and tested negative for all 20 samples 
that did not contain integrated HPV-16 by real-time PCR (De Marco et al., 2007). We 
also confirmed in samples with integrated HPV-33 by real-time PCR the presence of 
integrated HPV-33 forms with restricted-site PCR (Khouadri et al., 2007). Complete 
concordance between real-time PCR and a combination of Southern blot and 2D-gel 
electrophoresis was obtained on 8 specimens containing episomal forms only and 4 
specimens with mixed HPV-16 forms (Nagao et al., 2002). Finally, a concordance rate of 
86% was obtained on 47 samples analyzed with real-time PCR and in situ hybridization 
for detection of HPV-16 integrated forms (Fujii et al., 2005). These publications suggest 
that real-time PCR assays are promising techniques to detect integrated HPV forms but 
further studies on a greater number of specimens using in parallel several techniques for 
detection of integrated HPV-16 need to be conducted. 
 With optimized assays, our findings demonstrate that women infected by HIV or 
at risk for HIV infection, are infected with higher HPV-16 viral loads when they have 
CIN-2,3 than women without SIL or CIN. Recent case-control studies also reported that 
HPV-16 viral load was independently associated with CIN-2,3 (Flores et al., 2006; 
Fontaine et al., 2005a; Rajeevan et al., 2005; van Duin et al., 2002). In studies with 
prospective designs, high loads of HPV-16 DNA increased the risk of developing 
HSIL/CIN-3, carcinoma in situ or invasive cancer (Josefsson et al., 2000; Moberg et al., 
2004; Moberg et al., 2005; Schlecht et al., 2003; Ylitalo et al., 2000). In our study, 
integrated HPV-16 load was not associated with CIN-2,3 in multivariate analysis. Others 
reported a marginal association between the presence of integrated forms and CIN-2, 
while there was no significant association with CIN-3 or invasive cancer (Cheung et al., 
2006) or between the presence of integration and cytology grade (kulmala et al., 2007). 
One study reported a significant difference in proportion of samples with HPV-16 
integration between cervical cancer and CIN-2,3 (Guo et al., 2007). For specimens 
harboring a mixture of episomal and integrated forms, the latter form accounts for >75% 
of the total HPV-16 copy number (Cheung et al., 2006). We also found that in specimens 
with E6/E2 ratios >2, integrated HPV-16 accounted for 59% to 90% of total HPV-16 
DNA copies. 
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  We recognize that our study has limitations. We assessed the association between 
grade of disease and HPV-16 loads using cross-sectional analysis of cohort study data. 
We could rely on a high proportion of diagnoses based on histology and colposcopy 
results, reviewed by a dedicated pathologist.  The prospective design of the Canadian 
Women’s HIV Study allowed us to select the visit corresponding to the highest grade of 
SIL or CIN obtained on consecutive visits and also enabled evaluating the integration 
results over several visits. Most participants were infected or were at high risk for HIV 
infection. Our results cannot be extrapolated to the general population because 
participants in this study were at high risk for sexually transmitted diseases. The small 
number of participants with CIN or SIL restricted our analysis to test possible 
associations with potential mediating or confounding factors.  
 The difference between viral load values for women with CIN-2,3 and those 
lesion-free, although statistically significant, does not permit reliably classifying women 
into higher risk categories because of the important overlap of viral load values. More 
studies are needed to better understand the meaning of detecting integrated forms in 
normal women. The value of detecting integrated forms in pre-cancerous lesions should 
be investigated in cohort studies to monitor progression of such lesions. The presence of 
integrated forms should be investigated in normal women prospectively to assess if it is a 
determinant of progression to CIN, or progression from low-grade to high-grade CIN 
lesion. Although studies have suggested that integration could be a useful biomarker for 
CIN grade or progression, more studies need to be conducted with optimized assays and 
prospectively collected samples. Longitudinal studies with larger sample sizes are 
required to set the cut-off of E6/E2 ratios and load of integrated forms as predictive 
markers of CIN-2,3 or CIN progression and the utility of measuring integration with real 
time PCR. The value of real-time PCR assays to detect integration needs to be established 
with standard confirmatory methods of integration. 
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Table 1: HPV16 primers and probes and HPV-16 E2 polymorphism 
 
 
Target Probes and primers  Sequence (nt positions)   Tm  Amplicon size  
       (°C)   (bp) 
 
E6 Primer 16E6F  5’-GAGAACTGCAATGTTTCAGGACC-3’ (94-115)  59 81 
 Primer 16E6R  5’-TGTATAGTTGTTTGCAGCTCTGTGC-3’ (150-174)  60  
 Probe 16E6PRO   5’-CAGGAGCGACCCAGAAAGTTACCACAGTT-3’(119-147)  69 
 
 Primer PG16F  5’-ATGACTTTGCTTTTCGGGAT-3’ (231-250) 62 223 
 Primer PG16-R  5’-CTTTGCTTTTCTTCAGGACA-3’ (415-434)  60 
 Probe PG16-TM 5’-ACGGTTTGTTGTATTCGTGTTCTAA-3’ (365-389)  64 
 
E2 Primer 16E2F 5’-AACGAAGTATCCTCTCCTGAAACTATTAG-3’ (3362-3390)  59 82 
 Primer 16E2R 5’- CCAAGGCGACGGCTTTG-3’ (3427-3443)    60  
 Probe 16E2PRO 5’-CACCCCGCCGCGACCCATA-3’ (3407-3425)     69 
 
 Primer NA-16-F 5’-GTGCAGTTTAAAGATGATGCAGA-3’ (3260-3282)   58  216 
 Primer NA-16-R 5’-TCGCTGGATAGTCGTCTGTGT-3’ (3455-3475)    58 
 Probe: NA-16-P 5’- TTCATGCGGGTGGTCAGGTAATA-3’ (3312-3334)   64 
Nucleotide positions based on the revised, or HPV-16R, HPV-16 sequence (Meissner, 1997; Myers et al., 1995).  E6 primers 
and probe, and E2 primers 16E2F/16E2R and E2 probe 16E2PRO are from Peitsaro et al. (Peitsaro et al., 2002). 
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Position of novel primers and probes is shown in shaded areas in the figure above. Sites of polymorphism 
for primers and probe described by Peitsaro et al (Peitsaro et al., 2002) are also shown : *1 is for primer 
16E2F,  *2 is for probe 16E2PRO, *3 is for primer 16E2R. African 1 variants could cumulate up to 2 
variations in 16-E2F and 1 variation in 16E2PRO. Asian-American E2 variants could cumulate up to 3 
variations in primer 16-E2F and 1 variation in probe 16E2PRO while African 2 variants could have up to 
2 variations in primer 16-E2F, 1 in 16-E2R primer and 1 in 16E2PRO. Variants from African 2 and 
Asian-American lineages shared 2 variations in the upstream primer with African 1 isolates, but African 
2 isolates carried an additional variation located at the 3’ end of upstream primer and Asian-American 
isolates carried an additional mutation in the downstream primer. European variants had at most one 
variation in 16-E2F primer or in probe 16E2PRO. 
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Table 2: Variation sites in HPV-16 E2 
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HPV-16 lineage HPV-16 E2 variant
E Prototype (U89348) _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 76 0
E HPV16-E2- MTL1 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ A _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL2 _ _ _ _ T _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL3 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL4 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ C 1 1
E HPV16-E2- MTL5 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ A _ _ _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL6 _ _ _ _ _ _ _ _ C _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL7 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL8 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ G _ 1 1
E HPV16-E2- MTL9 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ A _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL10 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ G _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL11 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL12 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL13 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL14 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL15 T _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL16 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL17 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ G _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL18 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ G _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL19 _ _ _ _ _ _ _ _ _ T _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL20 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ A _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL21 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 1
E HPV16-E2- MTL22 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ G _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 2 1
E HPV16-E2- MTL23 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 3 1
E HPV16-E2- MTL24 _ _ _ _ G _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 2
E HPV16-E2- MTL25 _ _ _ _ T _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 2
E HPV16-E2- MTL26 _ _ _ _ _ _ _ G _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 2
E HPV16-E2- MTL27 _ _ _ _ _ T _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 2
E HPV16-E2- MTL28 _ _ _ _ _ _ _ G _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 8 2
E HPV16-E2- MTL29 _ _ _ _ _ _ _ G _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 3
E HPV16-E2- MTL30 _ _ _ _ _ _ _ G _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 3
E HPV16-E2- MTL31 _ _ _ _ _ _ _ G _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 3
E HPV16-E2- MTL32 _ _ _ _ _ _ _ G _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 1 3
Af1 HPV16-E2- MTL33 _ A _ _ _ _ G _ _ _ _ _ _ _ _ A _ _ _ T G _ A _ _ _ _ _ 3 16
Af1 HPV16-E2- MTL34 _ A _ _ _ _ G _ _ _ T _ _ _ _ A _ _ _ T G _ A _ _ _ _ _ 1 17
Af1 HPV16-E2- MTL35 _ A _ _ _ _ G _ _ _ _ _ _ _ _ A _ _ _ T G _ A _ _ _ _ _ 1 17
Af1 HPV16-E2- MTL37 _ A _ _ _ _ G _ _ _ _ _ C _ _ A _ _ _ T G _ A _ G _ _ _ 2 19
Af2 HPV16-E2- MTL36 _ A C C _ _ G _ _ _ _ _ _ _ _ A C _ _ T _ _ A _ _ G _ _ 2 19
Af2 HPV16-E2- MTL38 _ A C C _ _ G _ _ _ _ _ _ _ _ A C _ _ T _ _ A _ _ G _ _ 1 20
AA HPV16-E2-MTL39 _ A C C G _ _ _ _ _ C _ A A C _ _ T _ _ A _ _ G _ _ 1 20
AA HPV16-E2-MTL40 _ A C C G _ _ _ _ _ C _ A A C _ _ T _ _ A _ _ G _ _ 2 21
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HPV-16 E2 polymorphism was assessed in 13 HPV-16 isolates from the Canadian Women’s HIV Study 
belonging by LCR analysis to African 1 (n=7), African 2 (n=3) or Asian-American (n=3) lineages and 
123 HPV-16 isolates from BCCR belonging to the European lineage (90 prototypes, 33 G1 variant). 
Nucleotide numbering is the first row, prototype sequences in the second row and mutated nucleotide in 
the third row. Shaded nucleotide numbers represent novel variation sites not published yet. AA is for 
amino acid. Nucleotide positions based on HPV-16R sequence (see legend to Table 1).  
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HPV-16 lineage HPV-16 E2 variant
E Prototype (U89348) _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL1 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL2 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL3 T _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL4 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL5 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL6 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL7 _ _ _ _ G _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL8 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL9 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL10 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL11 _ T _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL12 _ _ _ _ A _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL13 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ C _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL14 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ A _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL15 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL16 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ A _
E HPV16-E2- MTL17 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL18 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL19 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL20 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL21 _ _ _ C _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL22 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL23 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ A _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL24 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ A _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL25 _ _ _ _ A _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL26 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ A _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL27 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ C _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL28 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ A _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL29 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ A _ _ _ _ _ _ A _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL30 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ A _ _ _ _ A _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL31 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ A _ A _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
E HPV16-E2- MTL32 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ A _ _ _ _ _ _ _ C _ _ _ _ _ _ _ _
Af1 HPV16-E2- MTL33 _ _ A _ _ _ A T _ _ A _ _ C _ A _ G _ _ G _ _ _ C _ A _
Af1 HPV16-E2- MTL34 _ _ A _ _ _ A T _ _ A _ _ C _ A _ G _ _ G _ _ _ T _ A _
Af1 HPV16-E2- MTL35 _ _ A _ _ _ A T G _ A _ _ C _ A _ G _ _ G _ _ _ C _ A _
Af1 HPV16-E2- MTL37 _ _ A _ _ _ A T _ C A _ _ C _ A _ G _ _ G _ _ C _ A _
Af2 HPV16-E2- MTL36 _ _ A _ _ T A T _ _ A _ _ _ _ A _ G _ _ G _ _ _ _ A A _
Af2 HPV16-E2- MTL38 _ _ A _ _ T A T _ C A _ _ _ _ A _ G _ _ G _ _ _ _ A A _
AA HPV16-E2-MTL39 A A C A A G G C A
AA HPV16-E2-MTL40 A A C A A G G C A T
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Table 3: Interrun variability of estimating HPV-16 E6/E2 ratio with real-time PCR. 
 
Mean  HPV-16 DNA copies/µl sample     HPV-16 E6/E2 ratios        CV (%) 
  E6   E2   1st 2nd 3rd Mean±sd 
 
 13±3   19±4  0.56 0.45 1.12  0.71±0.36  50.2 
 54±6   90±4  0.55 0.54 0.70  0.60±0.09  14.9 
 237±52  189±25  1.79 0.87 1.27  1.30±0.48  36.8 
 316±40  286±19  0.88 1.27 1.19  1.11±0.20  18.2 
 737±120  703±70  1.65 0.70 0.94  1.09±0.49  45.0 
3,525±442  5,227±2987  0.88 1.01 0.46  0.78±0.29  36.6 
7,708±1,197  7,041±166  0.90 1.11 1.28  1.10±0.19  17.3 
17,587±2,231  12,433±455  1.34 1.33 1.56  1.41±0.21  9.23 
20,960±120  7,737±972  3.52 2.11 2.58  2.74±0.72  26.3 
24,750±5,075 8,463±1,165  3.52 2.70 2.53  2.92±0.53  18.2 
27,093±3,861  22,713±574  1.17 1.05 1.35  1.19±0.15  12.9 
161,847±2,482 174,567±3,628  1.05 1.24 0.68  0.99±0.28  28.5 
1,111,400±269,177 494,533±1,731  2.96 2.16 1.68  2.27±0.64  26.3 
10,149,000±2,246,055 4,568,333±866  3.16 2.16 1.62  2.28±0.79  34.7 
 
 
The number of copies of HPV-16 E6 and E2 DNA per µl of specimen was measured on three 
independent runs for 14 samples. E6/E2 ratios are presented for each run. Means are ± 1 standard 
deviation. CV is for the coefficient of variation of the three calculations of E6/E2 ratios. 
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Table 4: influence of HPV-16 polymorphism on HPV-16 E2 quantitation and E6/E2 ratio. 
 
Disease   HPV-16   HPV-16 DNA copies/µl sample  E6/E2-1 E6/E2-2 E2-2/E2-1 
 Lineage variant RT-E2-1  RT-E2-2    RT-E6       
No CIN  E ref 16±3  15±1 47±1 2.93 3.1 0.94  
LSIL  E  ref 75±4 78±9 229±25 3.07 2.92 1.05 
No CIN  E  ref 121±3 198±10 257±6 2.12 1.30 1.64 
CIN-2,3  E  ref 434±3 357±4 1,216±62 2.80 3.40 0.82 
CIN1  E  ref 8,460±355 11,092±1006 9,543±355 1.13 0.86 1.31  
No CIN  E  ref 17,275±672 11,360±650 21,470±28 1.24 1.89 0.66 
CIN-2,3  E  ref 386,800±7637 694,668±3097 717,300±9662 1.85 1.03 1.80 
No CIN  E  G1 6,000±57 7,490±184 15,765±219 2.63 2.11 1.25 
CIN-2,3  E  G10 349,000±283 344,547±5827 513,000±14284 1.47 1.49 0.99 
CIN-2,3  E  PF-12 12,750±240 8,020±1047 27,170±1541 2.16 3.39 0.64 
No CIN  E  PF-16-5 34±1  39±17 1,142±82 33.5 29.66 1.13 
CIN-2,3  E  SA-9 24,550±183 22,440±2998 50,700±1245 2.07 2.26 0.91 
No CIN  Af1  T4 293±9 235±21 535±1 1.83 2.28 0.80 
HSIL  Af1  T4 97,170±6039 89,810±621 164,420±15217 1.69 1.83 0.92 
No CIN  Af1  T4 224±5 142±23 662±29 2.96 4.68 0.63 
No CIN  Af1 PF-16-18 6,150±665 6,732±1202 7,800±170 1.27 1.16 1.09 
Unknown Af1 AF472508 1,653,600 887,400 1,511,100 0.91 1.70 0.53 
     ±51,477 ±71,559 ±13,152 
LSIL  Af2 U34089 923±7 3,220±735 3,780±399 4.10 1.17 3.49 
No CIN  Af2 U34089 81±2  260±1 516±1 6.40 1.99 3.23 
CIN-1  Af2 U34089 83,015±5833 159,100±1,499 173,230±12,657 2.09 1.09 1.91 
No SIL  AsAm IND-8 632±11 2,391±54 2,389±69 3.78 0.99 3.78 
CIN-1  AsAm IND-8 0.5±1 19±5 15±3 30.0 0.81 37.00 
No SIL  AsAm IND-8  97±10 143±7   2,389±69  24.53 16.67 1.48 
Isolates from various lineages assessed by LCR analysis (E: European, Af1: African 1, Af2: African 2, 
AsAm: Asian-American) were tested for quantification of HPV-16 E6 and E2 with real-time PCR assays 
devised by Peitsaro et al. (Peitsaro et al., 2002) (RT-E6 and RT-E2-1) and a novel assay taking into 
consideration E2 polymorphism (RT-E2-2). Ref is for the prototype. Disease is the status of the cervix 
assessed by histopathology or cytology: CIN is for cervical intraepithelial neoplasia, SIL is for 
squamous intraepithelial lesion and unknown is when a cytology was not obtained and a colposcopy was 
notper formed. 
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 Table 5. HPV-16 total, episomal and integrated loads in cervicovaginal lavages from women with 
SIL on cytology smears or CIN proven histologically. 
 
SIL or CIN grade  Log HPV-16 DNA copies/cell  Significance 
(no of women)   median Interquartile range range (P value)1 
 
 
Cytological diagnosis 
HPV-16 total DNA load  
No SIL (n = 45) 2.3 0.2 – 15.2 0.0 –  4914.6 Ref.2 
LSIL (n = 16) 67.1  0.9 – 404.5 0.1 – 5151.2 0.01 
HSIL (n = 5) 1697.1  17.4 – 2841.6 0.4 – 4510.8 0.02 
HPV-16 episomal DNA load 
No SIL (n = 45) 1.1  0.1 – 13.71 0.0 –2674.6 Ref. 
LSIL (n = 16) 47.1  0.5 – 268.7 0.0 – 6025.6 0.01 
HSIL (n = 5) 874.2  15.5 – 2055.4 0.2 – 2103.9 0.03 
HPV-16 integrated DNA load 
No SIL (n = 45) 0.0  0.0 – 0.0 0.0 – 58.33 Ref. 
LSIL (n = 16) 0.0  0.0 – 0.2 0.0 – 455.0 0.45 
HSIL (n = 5) 0.0  0.0 – 0.3 0.0 – 2455.39 0.39 
 
Histological diagnosis 
HPV-16 total DNA load  
No CIN (n = 35) 1.3  0.2 – 16.2 0.0 – 4914.6 Ref. 
CIN-1 (n = 14) 11.57  1.0 – 95.9 0.0 – 2841.6 0.14 
CIN-2,3 (n = 11) 102.1        0.9 – 865.4 0.2 – 5151.2 0.01 
HPV-16 episomal DNA load 
No CIN (n = 35) 0.9        0.1 –22.4 0.0 – 2674.6 Ref. 
CIN-1 (n = 14) 9.8        0.4 – 45.6 0.0 – 2103.9 0.20 
CIN-2,3 (n = 11) 72.3        1.0 – 410.4 0.2 – 6025.6 0.01 
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HPV-16 integrated DNA load 
No CIN (n = 35) 0.0        0.0 – 0.1 0.0 – 6.0 Ref. 
CIN-1 (n = 14)                                 0.0        0.0 – 0.3 0.0 – 58.3 0.4 
CIN-2,3 (n = 11) 0.0        0.0 – 6.3 0.0 – 455.0 0.6 
 
Interquartile range was the 25–75% quartile values. 1 The significance of differences of HPV-16 load 
distributions between disease grades were calculated with a Mann-Whitney U test. 2 Ref. is for the 
reference category for statistical comparisons (no SIL). Abbreviations are explained in the text. 
 
 
Figure 1. Quantitation of HPV-16 DNA with real-time PCR assays for E6 and E2.  
The same dilutions of an HPV-16 DNA plasmid were amplified with two real-time PCR assays for 
HPV-16 E2 and E6 as described in the methods section. The mean copy numbers for each dilution in 
each assay from two independent experiments were used to generate titration curves. The dotted lines 
are the 95% confidence interval of regression lines.  
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Dans cet ouvrage, nous avons mesuré l’ADN VPH-16 épisomal et intégré, avec 
des tests quantitatifs, qui non seulement normalisent la quantité d’ADN VPH-16 par 
rapport à la quantité d’ADN cellulaire récolté, mais aussi vérifient s’il y a présence 
d’inhibiteurs du PCR. Dans un premier temps, des amorces et des sondes pour mesurer 
l’ADN du gène E2 du VPH-16 furent sélectionnées dans des régions conservées du gène 
E2 afin d’éviter une diminution de l’efficacité d’amplification  avec des isolats VPH-16 
de différentes lignées. Le gène VPH-16 E2 est polymorphe dans notre population, même 
pour des isolats classifiés comme étant des prototypes par l’analyse du LCR. Plusieurs 
sites de variation furent identifiés dans les séquences d’amorce et de sonde utilisées dans 
le test initialement décrit pour quantifier le VPH-16 E2 (Peitsaro et al., 2002).  
Le polymorphisme du gène E2 du VPH-16 a eu un impact sur sa quantification du 
dans les isolats de lignées Africaines 2 et Asiatiques-Américaines, affectant ainsi 
significativement le ratio E6/E2 mesuré dans ces échantillons. Ces résultats soulignent 
l’importance de considérer tous les paramètres dans l’optimisation de tests PCR-RT. 
Dans son ensemble, avec ce nouveau test de quantification de VPH-16 E2, moins de 
spécimens furent considérés comme contenant des formes VPH-16 intégrées. Des 
charges épisomales et intégrées de VPH-16, mais pas la présence de formes intégrées, 
furent associées avec un CIN-2,3 sur la biopsie ou HSIL (high-grade squamous 
intraepithelial lesions – lésions squameuses intraépithéliales de haut-grade) à la 
cytologie, dans notre cohorte de patientes infectées ou à risque élevé d’infection au VIH. 
 Il y a plusieurs avantages à utiliser le PCR-RT pour détecter l’intégration du 
VPH-16. La relation entre les cycles où l’amplification s’amorce et la concentration 
d’ADN VPH reste linéaire sur plusieurs logarithmes, tel que rapporté aussi par d’autres 
chercheurs (Cheung et al., 2006; Peitsaro et al., 2002; Lefevre et al., 2003).  Les tests 
PCR-RT génèrent aussi des résultats quantitatifs qui peuvent permettre d’évaluer le 
nombre de cellules dans les échantillons. De plus, de petites quantités d’échantillon 
peuvent être évaluées contrairement à d’autres techniques moins sensibles tel que le 
Southern blot et le PCR-séquençage traditionnel. Néanmoins, plusieurs facteurs peuvent 
influencer la performance des tests de PCR-RT, et doivent être pris en considération pour 
une quantification précise des gènes E6 et E2 du VPH-16.  
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 Le polymorphisme du VPH-16 est un de ces facteurs. Une homologie moindre 
entre les amorces et/ou les sondes avec les séquences virales peut introduire des erreurs 
significatives dans le PCR quantitatif, en diminuant l’efficacité de l’amplification ou de 
la réaction d’hybridation (Whiley et al., 2005). L’analyse des séquences du gène de VPH-
16 E2, précédemment publiées ou en provenance de nos travaux, a révélé que les 
séquences de la sonde et les amorces utilisées dans le test RT-E2-1 initialement décrit 
contenaient plusieurs sites polymorphes. Les séquences des amorces et sondes du test 
RT-E2-1 avaient été sélectionnées en utilisant la souche prototypique du VPH-16.  
Quoique des variantes Africaines 1 pouvaient cumuler jusqu’à deux variations dans 
l’amorce 16-E2F et une variation dans la sonde 16E2PRO, la quantité de copies de VPH-
16 mesurées avec la RT-E2-1 était similaire à celle mesurée par la RT-E2-2. Les 
variantes E2 Asiatiques-Américaines pouvaient cumuler jusqu’à 3 variations dans 
l’amorce 16-E2F et une variation dans la sonde 16E2PRO, alors que les variantes 
Africaines 2 pouvaient avoir jusqu’à deux variations dans l’amorce 16-E2F, une dans 
l’amorce 16-E2R et une dans la sonde 16E2PRO. Les différences les plus significatives 
entre les deux tests RT-E2-1 et RT-E2-2 ont été rencontrées pour les échantillons 
contenant ces isolats. Les variantes des lignées Africaines 2 et Asiatiques-Américaines 
partageaient deux variations dans l’amorce en amont avec les isolats Africains 1, mais les 
isolats Africains 2 portaient une variation additionnelle située à l’extrémité 3’ de 
l’amorce en amont, et les isolats Asiatiques-Américains portaient une mutation 
additionnelle dans l’amorce en aval. En augmentant l’instabilité des hybrides, les 
discordances de séquence à l’extrémité 3’ des amorces introduisent une erreur 
considérable dans la quantification avec des quantités calculées de copies étant de 2 à 3 
logarithmes plus basses que la quantité actuelle de copies (Whiley et al., 2005). En ce qui 
à trait aux discordances de séquences uniques à l’extrémité 5’ des amorces, elles ont 
moins d’effet sur l’efficacité de l’amplification mais pourraient tout de même accroître 
l’instabilité entre la séquence de la sonde et celle de la cible. Il a été démontré que des 
mutations dans les amorces pouvaient affecter la quantification même si elles étaient 
éloignées de l’extrémité 3’ de l’amorce (Whiley et al., 2005). La charge virale du VPH-
16, mesurée lors d’études effectuées sur des populations infectées avec des variantes non-
européennes, devrait être interprétée avec prudence lorsque les tests utilisés ont été 
 74
optimisés avec des variantes européennes. Les variantes européennes avaient tout au plus 
une variation dans l’amorce 16-E2F ou dans la sonde 16E2PRO utilisées pour le test RT-
E2-1. 
 La qualité de l’échantillon pourrait aussi influencer la quantification du VPH-16. 
Nous avons démontré, lors de travaux précédents, l’importance de vérifier la présence 
d’inhibiteurs du PCR qui peuvent affecter de façon significative le processus 
d’amplification (Lefevre et al., 2003; Lefevre et al., 2004). La co-amplification de l’ADN 
du VPH-16 et d’un contrôle interne est le meilleur moyen pour mesurer l’effet des 
inhibiteurs ou de la compétition par d’autres types de VPH contenus dans l’échantillon 
sur l’amplification du VPH-16. Tous les échantillons évalués avaient été initialement 
dépistés pour la présence d’inhibiteurs avec des contrôles internes pour la β-globine, 
VPH-16 E6 et VPH-16 E2 (Fontaine et al., 2005). Plusieurs groupes ont démontré qu’une 
plus grande quantité d’ADN cellulaire a été récoltée de femmes avec un CIN-2,3 
(Schlecht et al., 2003, Cheung et al., 2006; Swan et al., 1999),  ce qui fut également 
démontré par notre équipe (Fontaine et al., 2005). Il est donc important de contrôler pour 
la quantité de cellules recueillies dans nos analyses. 
 Les différences entre les quantités mesurées de E6 et E2 pourraient aussi refléter 
des limitations techniques des tests plutôt qu’une véritable intégration. Comme 
l’intégration est mesurée en soustrayant le nombre de copies de E2 du nombre de copies 
de E6, la variabilité inhérente à chaque test influencera la quantité calculée de copies de 
formes intégrées. Les tests dePCR-RT pour la quantification du VPH ont une excellente 
reproductibilité intra-série et inter-série (Fontaine et al., 2005; Lefevre et al., 2004; 
Gravitt et al., 2003; Flores-Munguia et al., 2004). Lors de nos travaux, les coefficients de 
variation étaient de moins de 30 % pour des quantités de VPH-16 >100, tel que rapporté 
par d’autres chercheurs (Fontaine et al., 2005; Lefevre et al., 2004; Gravitt et al., 2003; 
Arias-Pulido et al. 2006). Les charges virales VPH-16 ont varié d’ai plus de 30 % après 
dilution de 10 000 fois de l’échantillon lors d’une étude (Lefevre et al., 2004). Une 
excellente corrélation a été obtenue entre trois tests différents de PCR-RT mesurant la 
charge virale du VPH-16 (Fontaine et al., 2005). La plupart des échantillons analysés ici 
contenaient de 100 à 1 000000 copies par test, une plage de résultats avec moins de 
variabilité que pour les valeurs de moins de 100 copies. La reproductibilité du calcul des 
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ratios VPH-16 E6/E2 pour différentes séries s’est avérée excellente. Cependant, pour un 
échantillon avec un ratio E6/E2 au dessus mais près de 2, un des ratios calculés était sous 
2.0. De plus, les ratios E6/E2 mesurés avec deux tests pour E2 pour des isolats européens 
étaient similaires pour la plupart des échantillons, peu importe les quantités initiales 
d’ADN VPH-16 dans l’échantillon. La variabilité du test est donc improbable pour 
expliquer le ratio VPH-16 E6/E2 de plus de 2 dans certains spécimens. 
Afin d’évaluer de manière approfondie la sensibilité et la spécificité cliniques des 
tests développés, une détection par PCR de séquences de papillomavirus intégrés (DIPS-
PCR - detection of integrated papillomavirus sequences) a été réalisée dans certaines 
études. Ceci a permis de déceler la présence de VPH-16 intégré dans 11 échantillons qui 
contenaient des formes mixtes ou intégrées de VPH-16, et elle a produit des résultats 
négatifs pour tous les 20 échantillons qui ne contenaient pas le VPH-16 intégré (De 
Marco et al., 2007). Nous avons aussi confirmé dans des échantillons contenant du VPH-
33 intégré par PCR-RT la présence de formes intégrées en utilisant une réaction de PCR 
en site restreint (Khouadri et al., 2006). Dans une autre étude, une concordance complète 
entre le PCR-RT et une combinaison de Southern blot et d’électrophorèse 2D-gel a été 
obtenue sur huit spécimens contenant seulement des formes épisomales, ainsi que sur 
quatre spécimens contenant des formes mixtes de VPH-16 (Nagao et al., 2002). 
Finalement, un taux de concordance de 86 % a été obtenu sur 47 échantillons analysés 
avec PCR-RT et une hybridation in situ pour la détection de formes intégrées de VPH-16 
(Fujii et al., 2005). Trois échantillons étaient positifs pour des formes VPH-16 intégrées 
par PCR-RT seulement, et deux étaient positifs par hybridation in situ seulement. Ces 
publications suggèrent que les méthodes de PCR-RT sont des techniques prometteuses 
pour détecter des formes VPH intégrées, mais de plus amples études sur un plus grand 
nombre de spécimens utilisant plusieurs techniques en parallèle doivent être effectuées 
afin d’établir la valeur réelle du PCR-RT pour l’intégration du VPH-16. 
 Des expériences de reconstitution ont démontré que les formes integrées de VPH-
16 pouvaient êtres détectées avec le PCR-RT lorsqu’elles excèdent de 100 fois le nombre 
de copies de forme épisomale, suggérant ainsi une sensibilité moindre de ces méthodes de 
détection pour la présence d’intégration (Arias-Pulido et al. 2006). Cependant, le taux de 
détection d’intégration dans les lésions de CIN-2,3 dans cette étude était plus bas que 
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dans d’autres études qui utilisaient également une technique de PCR-RT (Fontaine et al., 
2005; Guo et al., 2007; Fujii et al., 2005). À l’opposé de ces résultats, deux groupes ont 
détecté avec succès la présence de formes intégrées de VPH-16 avec le PCR-RT (Nagao 
et al., 2002; Fontaine et al., 2004). L’intégration du VPH-16 était détectée lorsque plus de 
50 % des molécules d’ADN du VPH-16 portaient un gène E2 incomplet ou scindé. Donc, 
des études utilisant différents protocoles et différentes méthodologies d’amplification en 
temps réel ont généré des résultats contradictoires sur la sensibilité des dosages pour 
détecter les formes intégrées de VPH-16 dans des préparations complexes d’ADN. 
 Lorsque des formes intégrées de VPH-16 sont mélangées avec des formes 
épisomales, le ratio E2/E6 sera d’autant plus près de un lorsqu’il y a un surplus de formes 
épisomales et près de zéro si seules des formes intégrées sont présentes. Basée sur des 
ratios obtenus de femmes avec le cancer et un CIN-2,3 comparativement à des femmes 
sans lésion, une étude a établi un seuil de E2/E6 <0,6 pour conclure une intégration  (Guo 
et al., 2007). D’autres ont établi ce seuil à un ratio de E2/E6 < 0,79 en calculant le ratio 
E2/E6 moyen de formes épisomales pures avec un intervalle de confiance (IC) de 99 % 
(Fujii et al., 2005), ou à < 0,6 basé sur des courbes de titration (Nagao et al., 2002). Afin 
de mieux caractériser la valeur de ratios E6/E2 pour mesurer l’intégration, nous avions 
précédemment analysé des échantillons positifs pour VPH-6 (Khouadri et al., 2006). Le 
VPH-6 est un type à faible risque qui demeure épisomal dans les voies génitales. Les 
ratios de VPH-6 E6/E2 dans les spécimens cliniques se chiffraient de 0,41 à 2,01. Ces 
résultats et le fait que dans certains échantillons le nombre de copies de E2 de VPH-6, -
16 ou -33 étaient le double du nombre de copies de E6, suggèrent que la variabilité des 
tests pourrait résulter en des ratios E6/E2, ou des ratios E2/E6, entre 0,5 et 2 sans qu’il y 
ait nécessairement d’intégration (Fontaine et al., 2005; Khouadri et al., 2006). Nous 
avons préféré ne pas considérer l’intégration sur la base unique d’une soustraction du 
nombre de copies de E2 des copies de E6, parce que les charges virales intégrées ainsi 
mesurées seraient le reflet en partie de charges virales totales élevées plus que d’une 
intégration réelle. Nous avons donc considéré qu’un ratio E6/E2 > 2 suggérait 
l’intégration (Khouadri et al., 2006). De plus amples études cliniques sont nécessaires 
pour établir le ratio précis de détection pour l’intégration du VPH, ainsi que le 
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pourcentage de spécimens contenant des formes intégrées mais avec un ratio E2/E6 plus 
faible que 2.0. 
 Avec des méthodes optimisées, les résultats de nos investigations démontrent que 
les femmes infectées par le VIH, ou à risque d’une infection par le VIH, ont des charges 
virales du VPH-16 plus élevées lorsqu’elles ont un CIN-2,3 comparativement aux 
femmes sans lésion ou LSI (lésions squameuses intraépithéliales - squamous 
intraepithelial lesions) ou sans CIN. Des études de cas-témoins ont aussi rapporté que la 
charge virale du VPH-16 était indépendamment associée avec un CIN-2,3 (Flores et al., 
2006; Fontaine et al., 2005; Rajeevan et al., 2005; van Duin et al., 2002). Dans des études 
de conception prospective, des charges élevées d’ADN de VPH-16 ont accru le risque de 
développer un HSIL/CIN-3, un carcinome in situ ou cancer invasif  (Moberg et al., 2004; 
Schlecht et al.,  2003; Moberg et al., 2005; Ylitalo et al., 2000). Comparées aux femmes 
non- infectées, celles ayant des charges d’ADN du VPH-16 au dessus de 18,22 copies par 
équivalent de cellule humaine sur des frottis archivés, avaient un risque accru de 51,0 
pour un carcinome invasif, alors que celles avec des charges du VPH-16 moins élevées 
avaient un risque de cancer de 5,6 à 18,5 (Moberg et al., 2005).   
 La charge virale  du VPH-16 a permis de prédire le risque de carcinome in situ, 
même avant la détection de LSI sur un frottis de cytologie (Josefsson et al., 2000). Un 
carcinome in situ était présent chez les femmes avec une charge virale constamment 
élevée de VPH-16 (Ylitalo et al., 2000). Dans une étude, la charge virale était 
indépendamment prédictive de LSI incident (Schlecht et al.,  2003). Le risque accru pour 
un carcinome in situ associé avec de hautes charges virales est aussi dépendant du type de 
VPH et il était le plus élevé de tous dans le cas associé au VPH-16 (Moberg et al., 2004). 
D’autres chercheurs n’ont pas confirmé l’association entre la charge virale et un CIN-2,3,  
mais ils n’ont pas contrôlé pour certaines variables confondantes (Cheung et al., 2006; 
Guo et al., 2007; Andersson et al., 2005). 
 Dans notre étude, une charge intégrée du VPH-16 était associée avec un CIN-2,3 
dans une analyse multivariée. Il y avait une forte corrélation entre les charges virales 
VPH-16 totales et intégrées. Cependant, la détection de la présence de formes intégrées 
du VPH-16 sans conséder leur quantité n’était pas associée avec une lésion du col. 
D’autres chercheurs ont rapporté une association marginale entre la présence de formes 
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intégrées et un CIN-2, alors qu’il n’y avait pas d’association significative avec un CIN-3 
ou un cancer invasif  (Cheung et al., 2006), ou entre la présence d’intégration et d’un LSI 
à la  cytologie (kulmala et al., 2007).  Une étude a rapporté une différence significative 
dans la portion d’échantillons avec intégration du VPH-16 entre des échantillons de 
cancer du col et un CIN-2,3 (Guo et al., 2007). Pour les spécimens possédant un mélange 
de formes physiques du génome du VPH-16, la forme intégrée compte pour > 75 % du 
nombre total de copies du VPH-16 pour les patientes avec un cancer (Cheung et al., 
2006). Nous avons aussi trouvé que dans les spécimens avec des ratios E6/E2 > 2, le 
VPH-16 intégré comptait pour 59 % à 90 % des copies totales d’ADN du VPH-16. À ce 
jour, une investigation complète n’a pas été faite afin de déterminer si les formes 
épisomales détectées par PCR-RT dans le cancer sont toujours des vraies formes 
épisomales, ou si elles représentent des formes intactes intégrées en tandem tel 
qu’identifiées dans certaines lignées de cellules dérivées de cancers du col (Baker et al., 
1987). Des formes intégrées résultant d’une intégration à un site autre que E2 ne seraient 
pas détectées par PCR-RT ciblant E2. Pour pallier à ce problème des tests ciblant d’autres 
gènes que E2 pourraient être développés. 
  Plusieurs groupes de recherche, incluant le nôtre, ont rapporté la présence de 
formes intégrées chez des femmes sans LSI. L’intégration a été confirmée dans certaines 
publications avec une méthode de ‘’PCR restreint de site‘’ ou d’hybridation de 
‘’Southern‘’ (Fontaine et al., 2005; Gallo et al., 2003; Peitsaro et al., 2002; Khouadri et 
al., 2006; Arias-Pulido et al. 2006; kulmala et al., 2007). Une étude a trouvé que presque 
la moitié des 92 échantillons récoltés de jeunes femmes avec LSI contenaient du VPH-16 
intégré (Gallo et al., 2003). Nos travaux actuels confirment notre rapport initial 
démontrant l’intégration du VPH-16 chez des femmes sans LSI (Fontaine et al., 2005). 
Le VPH-16 pourrait être linéarisé sans intégration dans des spécimens cliniques, mais 
cette possibilité serait surprenante et n’a pas encore été prouvée. Il a été démontré in vitro 
que les formes épisomales du VPH inhibent l’expression des gènes E6 et E7 des formes 
intégrées de VPH-16 (Pett et al., 2006). La progression d’un CIN-1 à un CIN-2,3 peut 
être reliée à la perte d’épisome plutôt qu’à l’intégration du VPH (Pett et al., 2006). Il est 
concevable que des formes transitoires intégrées en présence de formes épisomales soient 
détectées chez des femmes sans LSI, en opposé à la persistance de formes intégrées pour 
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les femmes progressant à une lésion de CIN-2,3. Ces hypothèses devraient être 
investiguées dans des études de conception prospective chez des femmes jeunes et âgées. 
 Nous reconnaisons que notre étude est imparfaite. Les données furent analysées 
en considérant le plus haut-grade de LSI ou de CIN pour évaluer l’association entre le 
grade de la maladie et les charges virales du VPH-16. La conception prospective de 
l’Étude de femmes canadiennes atteintes du VIH (Canadian Women’s HIV Study) a 
permis de sélectionner la visite correspondant au plus haut grade de LSI ou de CIN 
obtenu suite à des visites consécutives, et elle a aussi permis d’évaluer les résultats de 
l’intégration sur plusieurs visites. La plupart des participantes étaient infectées ou étaient 
à haut-risque d’infection par le VIH. Nos résultats ne peuvent pas être appliqués à la 
population en général, considérant que les participantes dans cette étude étaient à haut 
risque pour les maladies transmises sexuellement. Le petit nombre de participantes avec 
CIN ou LSI a restreint notre analyse pour estimer des associations possibles en contrôlant 
pour les facteurs confondants. Le gène E2 est un segment de 1097 paires de bases et les 
dosages ciblant de petites régions de ce gène, comme nous l’avons fait, peuvent passer 
outre certains sites de rupture. Une sensibilité accrue pour détecter l’intégration du VPH-
16, en utilisant deux dosages ciblant différentes régions du gène E2, a été rapportée lors 
de deux études (Cheung et al., 2006; Kulmala et al., 2007). Une perte du gène E2 au 
complet n’est pas commune dans des échantillons cliniques, et elle a été rapportée dans < 
10 % des échantillons avec intégration du VPH-16 (Cheung et al., 2006) dans une étude, 
et jusqu’à 34 % dans une autre (Arias-Pulido et al. 2006). La plupart des femmes avec de 
grandes délétions dans E2 ont un cancer invasif (Cheung et al., 2006; Arias-Pulido et al. 
2006). E1, L2 ou E5 peuvent aussi être interrompus durant l’intégration (Arias-Pulido et 
al. 2006; Ziegert et al., 2003). Un seul dosage de VPH-16 ciblant une petite région du 
gène E2 ne détectera probablement pas toutes les formes intégrées. Néanmoins, E2 est le 
gène le plus fréquemment interrompu (Kalantari et al., 1998). Récemment, Arias-Pulido 
et al. ont démontré, sur des échantillons de cancer invasif, que 78,4 % des cancers 
possédaient des formes de VPH-16 avec une intégration dans la région charnière du gène 
E2 (Arias-Pulido et al. 2006). Cependant, une étude réalisée en Chine sur des femmes 
avec des formes intégrées de VPH-16, a démontré que dans 87 % des cas, l’intégration a 
eu lieu au niveau du domaine de liaison à l’ADN à l’extrémité 3’ de E2, et pour 12 % 
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seulement des cas l’intégration de VPH-16 avait eu lieu au niveau de la région charnière 
(Cheung et al., 2006).  La performance du test PCR-RT pour détecter l’intégration 
pourrait être différente entre les populations à cause de différents modes d’intégration du 
VPH-16 selon le fond génétique des individus. 
   La différence des valeurs de charge virale entre les femmes avec un CIN-2,3 et 
celles sans LSI, quoique significative statistiquement, ne permettait pas de différencier 
nos participantes à cause du chevauchement important des valeurs de charges virales 
entre celles-ci. Plus d’études sont nécessaires pour mieux comprendre la signification de 
la détection de formes intégrées chez les femmes normales. La présence de formes 
intégrées devrait être investiguée prospectivement chez des femmes sans lésion afin de 
déterminer si c’est un déterminant de progression vers un CIN, ou une progression d’une 
lésion CIN de bas-grade en une lésion de haut-grade. Aussi, il faut investiguer 
prospectivement la relation entre les formes épisomales et intégrées pour surveiller de 
plus près la progression des lésions en fonction de la charge virale. De plus, l’évolution 
des formes intégrées dans des lésions pré-cancéreuses devrait être investiguée dans des 
études de cohorte pour surveiller la progression de lésions de bas-grade en fonction de la 
charge virale intégrée. La présence de grandes délétions dans E2 pourrait être un 
marqueur utile pour des lésions de haut-grade, mais nécessiterait plusieurs réactions de 
PCR par spécimen, à moins qu’un test multiplex soit conçu. Quoique des études aient 
suggéré que l’intégration pourrait être un bio-marqueur utile pour prédire le grade du CIN 
ou la progression d’un CIN, d’autres études doivent être effectuées avec des tests 
optimisés et des échantillons obtenus prospectivement. Des études longitudinales sont 
requises afin de déterminer l’utilité des ratios E6/E2 et de la charge de formes intégrées 
en tant que marqueurs prédictifs de CIN-2,3, ou de la progression de la CIN, et l’utilité de 
mesurer l’intégration avec PCR-RT.  
Contrairement au VPH-16, des études transversales ont démontré que la charge 
virale du VPH-18 diminuait de manière significative avec le grade de CIN. Il serait donc 
intéressant d’évaluer d’autres types de VPH à haut-risque. Certains pensent que la  
progression de CIN-1 à CIN-2,3 peut être reliée à la perte d’épisome plutôt qu’à 
l’intégration du VPH, il serait donc intéressant d’investiguer la présence de formes 
épisomales en parallèle aux formes intégrées ainsi que leur présence dans les métastases. 
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Aussi des études plus approfondies doivent être menées pour évaluer l’intégration 
d’autres variantes du VPH-16 considérant que le polymorphisme pourrait avoir un impact 
sur la quantification de la charge virale. 
En conclusion, nous avons pu démontrer que le polymorphisme du gène E2 du VPH-16 a 
un impact sur la quantification de VPH-16 épisomal et intégré d’isolats de différentes 
lignées. Nous avons aussi démontré une association entre les charges virales totale et 
épisomale du VPH-16, mais pas les formes intégrées, aux néoplasies intraepitheliales 
cervicales de haut grade (CIN-2,3), et ce, en contrôlant pour des facteurs confondants. 
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